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CAPITOLO 1: INTRODUZIONE 
  
1. 1    L’Adenosina 
L’adenosina (1) è un nucleoside endogeno, ubiquitario nei mammiferi, ampiamente distribuito 
nell’organismo sia a livello centrale che periferico1 . 
  
N
NN
N
NH2
O
OHOH
HO
 
 
L’adenosina è presente nel citoplasma principalmente nelle sue forme fosforilate AMP, ADP 
e ATP; viene generata dall’idrolisi dell’AMP ad opera dell’enzima ecto-5’-nucleotidasi2 e 
quindi, in ambito cellulare, risulta essere parte integrante della regolazione energetica. 
L’adenosina esce dalla cellula essenzialmente per diffusione passiva sfruttando uno specifico 
sistema di trasporto bi-direzionale; si distinguono, in base alla tipologia di trasporto, ENT-1 e 
ENT-2 e, in base alla concentrazione, CNT-1 e CNT-2. Questi trasportatori possono subire 
una variazione di attività in seguito all’interazione con farmaci o alla riduzione di 
temperatura.3 
L’adenosina viene generalmente designata come neuromodulatore4 in quanto non si è ancora 
dimostrato che essa venga immagazzinata o rilasciata da specifici nervi purinergici. 
Nonostante ciò ha numerose proprietà in comune con i classici neurotrasmettitori: 
- esercita la sua azione attraverso recettori5; 
- la sua azione può venir inibita da antagonisti specifici; 
- nelle sinapsi sono presenti gli enzimi deputati alla sua produzione; 
- sono presenti un sistema metabolico e uno di reuptake che ne interrompono l’azione. 
1 
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All’adenosina vengono attribuiti svariati ruoli quali una regolazione omeostatica in condizioni 
fisiologiche normali ed un effetto protettivo in situazioni di emergenza come l’ischemia o 
l’infarto.6 L’azione protettiva viene esplicata dalla riduzione dell’ipereccitabilità neuronale, 
dall’aumento del rifornimento di sangue locale, dalla riduzione dell’afflusso di Ca2+ nelle 
cellule e dalla prevenzione della morte cellulare7 che, nel loro insieme, implicano una 
comunicazione dei recettori adenosinici con canali del  Ca2+  e/o del K+ tramite mediatori 
associati alla membrana.8 
In sintesi l’adenosina svolge svariati ruoli a diversi livelli: 
 
Effetti a livello cardiovascolare:  
- CUORE: rallenta il ritmo sinusale e soprattutto la conduzione atrio-ventricolare diminuendo 
la forza contrattile e la frequenza cardiaca9; provoca bradicardia e può essere utilizzata per 
trattare le tachicardie sopraventricolari. Agisce poi favorendo l’apertura dei canali del 
potassio portando ad un aumento della polarizzazione cellulare. 
- VASI: a seconda della classe di recettori con cui interagisce può provocare vasodilatazione o 
vasocostrizione dei vasi scheletrici, coronarici e delle arterie efferenti glomerulari. Inoltre 
stimola o inibisce la secrezione di renina e svolge un effetto di antiaggregazione piastrinica. 
 
Effetti a livello bronchiale: 
se somministrata per aerosol provoca broncocostrizione nell’asmatico ma non nel soggetto 
sano. Interviene probabilmente nella fisiopatologia dell’asma. 
 
Effetti a livello del SNC: 
può avere effetto sedativo e anticonvulsivante e può ridurre o aumentare la liberazione di 
neuromediatori quali la noradrenalina e l’acido glutammico.10 
 
Altri effetti: 
modula un certo numero di reazioni immunitarie ed esercita effetti antinfiammatori. Stimola 
la gluconeogenesi e inibisce la proliferazione dei linfociti T. Partecipa inoltre alla regolazione 
della produzione di eritropoietina tramite stimolazione o inibizione a seconda della classe 
recettoriale con cui interagisce.  
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1. 2   Classificazione dei recettori adenosinici 
 
I recettori purinergici vennero suddivisi nel 197811 da Burnstock in P1 e P2, a seconda che la 
loro attivazione avvenga ad opera dell’adenosina o di nucleotidi quali ATP, ADP, UTP e 
UDP.12,13,14 
I recettori P1, detti anche adenosinici, sono localizzati sulle membrane di diversi tipi di cellule 
all’interno del sistema nervoso centrale, quali neuroni e cellule gliali15; sugli elementi della 
circolazione sanguigna quali piastrine, neutrofili e linfociti; sulle cellule del muscolo liscio; 
sui miociti16 e sui mastociti. 
Tutti i recettori adenosinici17 appartengono alla superfamiglia dei recettori accoppiati alle 
proteine G di membrana (GPCRs) e la loro struttura putativa (Figura 1.1) consiste di sette α 
eliche anfipatiche (ognuna costituita da 21-28 amminoacidi idrofobici) che attraversano la 
membrana cellulare creando un sito di binding per i ligandi. 
 
    
 
 
A livello extracellulare si trova la porzione N-terminale, mentre quella C-terminale è rivolta 
verso il lato citoplasmatico della membrana. I  7 domini transmembranali  sono interconnessi 
da tre “loops” extracellulari e da tre “loops” citoplasmatici idrofili di diversa grandezza. Le 
regioni transmembrana sono generalmente le più conservate con elevata omologia di 
amminoacidi nei domini TM2, TM3 e TM5. 
Figura 1.1  Struttura putativa dei recettori adenosinici 
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I recettori adenosinici P1 sono stati inizialmente suddivisi nei sottotipi A1 e A2, a seconda 
rispettivamente della loro capacità di inibire o stimolare l’adenilato ciclasi.18,19 
Successivamente  i recettori A2  sono stati ulteriormente classificati, da Daly e collaboratori,20 
in base alla loro alta o bassa affinità nei confronti dell’adenosina, in due sottotipi 
recettoriali21: 
- A2A con alta affinità per l’adenosina (0,1-1,0 µM);  
- A2B con bassa affinità per l’adenosina (>10 µM). 
Una lunga coda carbossiterminale differenzia i recettori A2A dagli A2B; tale dominio non 
risulta essere essenziale per il binding, ma permette una stretta associazione fra recettore e 
proteina Gs, tramite la quale
 
viene stimolata l’attività dell’adenilato ciclasi. 
Risale al 1991 la scoperta del recettore A3 quando, tramite una reazione polimerasica a catena 
(PCR), si identificarono sequenze di cDNA di ratto codificanti un recettore accoppiato a 
proteine regolatorie (proteine G). Fu in seguito dimostrato, da Zhou e collaboratori,22  che una 
di tali sequenze possedeva un’omologia del 58%, quindi elevata, con i recettori A1 e A2A 
precedentemente riportati. Il  recettore “neo scoperto” mostrava un’omologia di sequenza del 
72% tra i sottotipi umano e di ratto, a differenza degli altri sottotipi recettoriali che mostrano 
un’omologia dell’85-95% fra le diverse specie23 ed inoltre evidenziava una certa differenza 
nel binding degli antagonisti.24 
La classificazione dei recettori P1 è stata convalidata da recenti studi di clonaggio molecolare 
che hanno permesso l’espressione dei quattro sottotipi recettoriali; A1, A2A, A2B e A3, (Figura 
1.2), ed è stata inoltre approvata dalla Commissione IUPHAR sulla Nomenclatura dei 
Recettori e sulla Classificazione dei Farmaci25-27 (Tabella 1.1). 
 
 
 
 
Figura 1.2  Recettori adenosinici (P1) e accoppiamento all’adenilato ciclasi. 
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Gli analoghi adenosinici in fase preclinica o impiegati come farmaci sono pochissimi 
nonostante gli innumerevoli sforzi volti all’individuazione di ligandi selettivi verso i sottotipi 
recettoriali. Il limite maggiore è rappresentato dall’ampia gamma di azioni mediate 
dall’attivazione dei recettori adenosinici e dalla loro distribuzione ubiquitaria nell’organismo 
che porterebbero alla comparsa di effetti collaterali spesso fastidiosi assieme all’effetto 
farmacologico desiderato. 
Considerando la distribuzione recettoriale adenosinica nell’organismo, lo studio è rivolto 
verso l’individuazione di ligandi selettivi per il trattamento di varie patologie schematizzate 
nella Figura 1.3. 
 
 
 
 
Figura 1.3  Potenziali target patologici per i ligandi dei recettori adenosinici. 
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RECETTORI A1 
 
 
RECETTORI A2A 
 
RECETTORI A2B 
 
RECETTORI A3 
Distribuzione:  
 
 
 
SNC: corteccia, ippocampo, 
cervelletto, talamo 
Tessuti periferici: cuore, 
rene, tessuto adiposo bianco, 
stomaco,fegato,milza,vescica 
vaso deferente, neutrofili, 
polmoni, macrofagi. 
SNC: nucleo 
accumbens, striato, 
tubercolo olfattorio 
Tessuti periferici: 
cellule endoteliali 
della muscol. liscia 
vascolare, piastrine, 
linfociti, neutrofili, 
eosinofili, monociti, 
macrofagi, mastociti, 
basofili, cuore, 
polmoni, fegato.  
Rivelato in bassa 
quantità in ogni 
cellula studiata; 
presente in 
maggiore 
abbondanza nel 
tratto 
gastrointestinale e 
vescica 
Specie dipendente: 
Ratto: 
testicolo>>polmone, 
rene, cuore>cervello 
Uomo: polmoni, 
fegato, 
placenta>>cervello, 
aorta, reni> cuore 
Capra:polmoni, 
milza>cervello, 
testicoli 
Clonaggio Cane, ratto, uomo, bovino, 
coniglio, topo, cavia . 326-
328 aminoacidi 
Cane, ratto, uomo, 
cavia, topo;  
409-412 aminoacidi 
Ratto, uomo, topo;  
332 aminoacidi 
Ratto, uomo, capra, 
coniglio 
317-320 aminoacidi 
Agonisti 
 
 
 
e 
 
 
 
Antagonisti 
 
 
Affinità 
Alta (0.3-3 nM) 
CPA, CHA, R-PIA, CCPA 
Intermedia (3-30 nM) 
NECA, 2-CADO, S-PIA, 
ADO 
Bassa (>350 nM), CV 1808, 
CGS21680 
 
Alta (0.5-2 nM) 
DPCPX, XAC 
Intermedia (2-200 nM) 
CGS 15943, CPT 
Bassa (1-20 mM) IBMX, 
teofillina 
 
Affinità 
Alta (1-20 nM)  
HENECA, NECA, 
CGS 21680 
Intermedia (20-200 
nM) 
CADO, CV 1808, R-
PIA 
Bassa (200-1000 
nM) 
CPA, CHA, S-PIA 
 
Alta (0.5-1 nM)  
SCH 58261, ZM 
241385 
Intermedia (0.2-2 
mM) 
DPCPX, CPT 
Bassa (2-20 mM) 
Teofillina 
Affinità 
Alta (0.5-5 mM) 
NECA 
Intermedia (5-20 
mM) 
2-CADO, ADO, R-
PIA 
Bassa (20-100 
mM) 
S-PIA, CGS 21680 
 
Alta (20-100 nM)  
DPCPX, ZM 
241385 
CVT, MRS 1754 
Bassa (10-20 mM) 
teofillina 
 
Affinità 
Alta (0.3-1 nM) 
Cl-IBMECA, IB-
MECA  
Intermedia (10-100 
nM) 
AB-MECA, NECA, 
R-PIA 
Bassa (100-1000 
nM) 
CGS 21680 
 
Alta (0.5-1 nM) 
MRE 3008-F20 
Intermedia (20-100 
nM) 
VUF 8504, MRS 
1523 
Bassa (2-20 mM) 
MRS1191, MRS 
1067 
Sistema 
effettore 
 
Accoppiati a Proteine G:  
Gi, Go 
Adenilato ciclasi: ↓cAMP 
Fosfolipasi C: ↑ Ca++ 
Canali Ionici: ↑ K+ ↓ Ca++ 
 
Accoppiati a 
Proteine G: 
Gs  
Adenilato ciclasi: ↑ 
cAMP 
Accoppiati a 
Proteine G:  
Gs, Gq  
Adenilato ciclasi: 
↑ cAMP 
Fosfolipasi C: ↑ 
Ca++ 
Accoppiati a 
Proteine G:  
Gi, Gq 
Adenilato ciclasi: ↓ 
cAMP 
Fosfolipasi C: ↑ 
Ca++ ↑  IP3 
 
 
Tabella 1.1  Classificazione, distribuzione e caratteristiche principali dei recettori 
adenosinici.
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1.2.1   Recettori adenosinici A1 
 
I recettori adenosinici  A1 sono stati purificati, clonati e sequenziati in differenti specie 
animali (uomo compreso) e l’omologia tra le diverse specie è dell’87-92%, nonostante siano 
state evidenziate leggere differenze nell’accoppiamento con le proteine G  e una distribuzione 
tissutale specie-dipendente.  
Questo sottotipo recettoriale è largamente distribuito e viene espresso in particolar modo 
all’interno del SNC in posizione sia pre- che post- sinaptica sulla membrana neuronale. Alti 
livelli sono espressi nella corteccia cerebrale, nell’ippocampo, nel cervelletto, nel talamo, 
nella colonna vertebrale28,29 e nel tessuto adiposo; livelli intermedi nel muscolo scheletrico, 
nel fegato, nei reni, nelle ghiandole salivari, nell’esofago, nel colon, negli occhi, nei nodi 
senoatriale e atrioventricolare del cuore, nell’antro e nei testicoli; livelli ancora più bassi nei 
polmoni, nei ventricoli e nel pancreas.30 
I recettori A1 sono accoppiati con proteine G appartenenti alla famiglia delle Gi/q.23,31 Diverse 
sono le vie di trasduzione del segnale riconosciute ad opera di tali recettori:  
1- inibizione dell’adenilato ciclasi (AC) con conseguente decremento dei livelli di cAMP,32,33 
e fosforilazione di diverse proteine target ad opera di una proteina chinasi cAMP-dipendente; 
2- attivazione della fosfolipasi C (PLC) con conseguente aumento nella produzione di 
inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3) e di diacilglicerolo (DAG), e mobilitazione di Ca2+ dai depositi 
intracellulari.34,35 Il  Ca2+ a livello citoplasmatico favorisce l’attivazione di: proteina chinasi C 
(PKC), fosfolipasi A2 (PLA2) e ossido nitrico sintetasi (NOS); 
3- attivazione di diversi canali del K+ (muscolari cardiaci e neuronali) attraverso 
l’accoppiamento con proteine G appartenenti alla famiglia delle Go che ne aumentano la 
conduttanza. 
Grazie a questi meccanismi d’accoppiamento i recettori A1 mediano una vasta gamma di 
risposte riassunte nella Tabella 1.2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                   1.Introduzione 
 - 8 - 
SNC36,37 
Riduzione del rilascio di trasmettitori 
Sedazione 
Effetti anticonvulsivanti 
Effetti ansiolitici 
Effetti locomotore-deprimenti 
Sistema metabolico38 Effetto antilipolitico (Tecadenoson)   Incremento sensibilità all’insulina39 
Sistema cardiovascolare16 
Effetto inotropo negativo 
Effetto cronotropo negativo 
Effetto dromotropo negativo 
Effetto batmotropo negativo 
Cardioprotezione 
Tratto GI Inibizione della secrezione acida 
Sistema renale 
Riduzione di GFR 
Inibizione del rilascio di renina 
Effetto antidiuretico 
Vasocostrizione dell’arteria afferente 
 
            
Tabella 1.2  Effetti mediati dal recettore A1 in vari sistemi 
 
Da una decina d’anni l’adenosina (Adenocard) viene impiegata per il trattamento di aritmie 
sopraventricolari40, per la capacità di prolungare il periodo refrattario del nodo AV.   
 
 
1.2.1.1     Antagonisti adenosinici A1 
 
Nei reni il blocco del recettore A1 diminuisce il riassorbimento tubulare del Na+, per cui 
antagonisti selettivi risultano potenti diuretici, esercitando inoltre un ruolo protettivo nel 
danno acuto renale.41 In associazione con diuretici convenzionali (es. furosemide), 
incrementano il volume di urina, mantenendo inalterata la velocità di filtrazione glomerulare 
(GFR).42 
 
DERIVATI XANTINICI 
 
Il problema principale di questi derivati è la scarsa solubilità in acqua.43 Sono stati introdotti 
sostituenti idrofobici (fenile o cicloalchile) in posizione 8 del nucleo xantinico; tali modifiche 
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hanno dato origine a potenti antagonisti A1-selettivi, quali l’1,3-dipropil-8-ciclopentilxantina 
(DPCPX, 2), oppure l’1,3-dipropil-8-[2-(5,6-epossinorbornil)]xantina (ENX, 3).44 
 
N
N N
H
N
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O
O
N
N N
H
N
O
O
1
3
8
 
 
DPCPX, 2     ENX, 3 
  hA1= 3,90 nM     hA1= 0,45 nM  
  hA2A= 130 nM    hA2A= 1.100 nM  
  hA2B= 50 nM     hA2B= 180 nM  
  hA3= 4.000 nM    hA3= 4.000 nM  
 
 
DERIVATI NON XANTINICI  
 
Si distinguono diverse classi di composti: 
1,2,4-Triazolo[4,3-a]chinossalin-1-oni e Imidazo[1,2-a]chinossaline: il composto leader è il 
4-ammino-2-fenil-1,2-diidro-[1,2,4]triazolo[4,3-a]chinossalin-1-one (4) antagonista non 
selettivo per gli A1.45 Addizionando al gruppo amminico libero un ciclopentano come 
sostituente si incrementano potenza e selettività  nei confronti di tale sottotipo recettoriale. 
 
7-deazaadenine: interessante è il composto APEPI46 (5) con struttura pirimido[4,5-b]indolica, 
che lega il recettore A1 sulla corteccia di ratto grazie alla planarità del nucleo pirimindolico. 
 
Tiadiazoli e Tiazoli: il composto leader è il LUF 5437 (6); sostituendo il gruppo idrossilico in 
posizione 4 del fenile con la 4-idrossicicloesilammide si è ottenuto il composto VUF 5472 
caratterizzato da maggiore affinità.47 
 
Pirazolo[1,5-a]piridine: sono strutturalmente diversi dai precedenti e il lead compound di 
questa serie è l’ FK 453 che presenta un doppio legame del gruppo cicloesenilacetico 
essenziale per la selettività. 
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1,8-Naftiridine: sono composti che si comportano come antagonisti nei saggi di inibizione 
dell’adenilato ciclasi con un eccellente valore di IC50. 
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4   APEPI,  5   LUF 5437, 6 
hA1= 0,42 nM   hA1= 2,60 nM   rA1=7,3 nM 
hA2A= 1.000 nM  hA2A= 6.200 nM  rA2A=570 nM 
hA3= 55 nM   hA2B= >10.000 nM  hA3= 130 nM  
     hA3= >1.000 nM    
      
 
1.2.2     Recettori adenosinici A2A 
 
Il gene codificante per il recettore umano A2A è localizzato nel cromosoma 2248,49, ed 
evidenzia un’omologia dell’82,9% con i recettori A2A del ratto.50,51 
I recettori A2A sono presenti, a livello centrale, nelle aree ricche di dopamina quali striato, 
nucleo accumbens, tubercolo olfattivo e nelle cellule di Purkinjie del cervelletto,52 mentre a 
livello periferico sono abbondanti nelle cellule endoteliali della muscolatura liscia vascolare, 
in piastrine, linfociti, monociti, macrofagi, neutrofili, basofili, eosinofili, mastociti, polmoni, 
cuore, vescica e tessuti immunitari.53-55 Nei neuroni spinali intermedi dello striato i recettori  
A2A sono in stretta associazione con i recettori dopaminergici D2  e sono state descritte 
reciproche interazioni negative.56-58 Viene suggerito da  evidenze biochimiche, anatomiche e 
comportamentali che i recettori A2A interagiscono, sia con modalità diretta che indiretta, con 
diversi sistemi neurotrasmettitoriali, quali dopaminergici, GABAergici, acetilcolinergici e 
glutammatergici, sia nei gangli basali che in altre strutture cerebrali.59 I recettori A2A  
modulano la neurotrasmissione eccitatoria in diverse regioni del cervello: l’attivazione di tale 
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sottotipo recettoriale sembra essere in grado di ridurre l’affinità della dopamina per i recettori 
D2. I recettori A2A mediano una vasta gamma di risposte riassunte nella Tabella 1.3.  
 
SNC 
Regolazione sensoriale nei gangli basali 
Stimolazione attività nervo sensoriale 
Sinergismo di inibizione D2 
Sistema immunitario 
Inibizione attività leucociti e polimorfonucleati 
Inibizione rilascio citochine pro-infiammatorie (TNFα, IL-
6, IL-8 e IL-1260,61) 
Aumento rilascio citochine anti-infiammatorie (IL-10) 
Sistema cardiovascolare 
Inibizione aggregazione piastrinica 
Vasodilatazione 
Peggioramento danno da ischemia 
 
Tabella 1.3  Effetti mediati dal recettore A2A in vari sistemi 
 
 
1.2.2.1     Antagonisti adenosinici A2A 
 
Recentemente è stata suggerita la proprietà neuroprotettiva degli antagonisti adenosinici A2A 
in diversi modelli di neurodegenerazione. A livello centrale il blocco farmacologico62 dei 
recettori A2A porta a diminuzione del danno cellulare con conseguente riduzione della morte 
neuronale.63 Grazie all’interazione dimostrata tra i recettori A2A e i recettori dopaminergici D2  
nei neuroni spinali, gli antagonisti del recettore A2A sono stati studiati per un possibile uso 
nelle malattie neurodegenerative quali il Morbo di Parkinson64 o la Corea di Huntington.65 
Si presume dunque che l’uso di antagonisti o agonisti parziali A2A nel trattamento del Morbo 
di Parkinson siano utili nel ristabilire il corretto tono adenosinergico che, a sua volta, 
influenza la neurotrasmissione dopaminergica, portando ad un rovesciamento del mancato 
coordinamento motorio66 e rallentando la progressione delle caratteristiche neuropatologiche 
tipiche di questa malattia.67  
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DERIVATI XANTINICI 
 
Tra gli A2A antagonisti le 8-stirilxantine, quali l’ 8-(3-clorostiril)caffeina (CSC, 7)68, sono 
potenti e selettivi grazie alla capacità di annullare l’azione agonista sull’adenilato ciclasi . 
Suzuki e collaboratori hanno riportato il potente antagonista selettivo per A2A,  1,3-dipropil-7-
metil-8-(3,4-dimetossistiril)xantina (KF 17837)69; il gruppo di Muller ha invece proposto i 
derivati del DMPX, (3,7-dimetil-1-propargilxantina) come buoni antagonisti; tra questi l’8-
(m-bromostiril)-DMPX (8), che presenta una selettività 150 volte maggiore nei confronti del 
sottotipo A1.70  
A questa classe di derivati appartiene il composto KW-6002 (1,3-dietil-8-(3,4-dimetossistiril)-
7-metilxantina), in fase clinica III per il trattamento del Morbo di Parkinson (9).71 
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CSC, 7      BS-DMPX, 8 
 
rA1= 28.000 nM    rA1= 1.200 nM  rA2A= 54 nM    
 rA2A= 8,2 nM  
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KW-6002, 9 
 
rA1= 580 nM 
rA2A= 13 nM 
Catalessi ED50= 0,03mg/kg po 
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DERIVATI NON XANTINICI 
 
Il punto di partenza per la sintesi di questi derivati è stato il composto CGS 15943, (9-cloro-2-
(2-furil)-1,2,4-triazolo[1,5-c]chinazolin-5-ammina)72 (10), che ha evidenziato buona affinità 
ma non altrettanta selettività (lega anche il recettore hA3 con Ki = 80 nM).  
Interessante è il composto, sintetizzato dal gruppo Zeneca,73 ZM 241385 (11, 4-[2-[[7-
ammino-2-(2-furil)[1,2,4]-triazolo[2,3-a][1,3,5]triazin-5-il]ammino]etil]fenolo) che, oltre ad 
avere una buona solubilità in acqua, risulta essere uno dei più potenti antagonisti A2A mai 
riportati. 
 
 
 
  
N N
N
N
NH2
Cl
O
N
N
N
N
N
NH2
ON
H
HO
5
2
9
4 2
5
7
2
 
       
CGS 15943, 10    ZM 241385, 11    
rA1= 21 nM     rA1= 2.040 nM  
rA2A= 3,3 nM    rA2A= 0,3 nM  
                       hA2B= 112 nM                     gA2B= 87 nM                                     
                       hA3= 14-90 nM    rA3> 10.000 nM       
 
 
 
                 
1.2.3    Recettori adenosinici A2B 
 
Inizialmente si pensava che l’espressione del recettore A2B fosse ristretta a organi quali 
vescica, intestino, polmone, epididimo, vasi deferenti, colonna vertebrale e cervello, ma 
successivamente sono stati localizzati anche in fibroblasti,74 vari letti vascolari,75 cellule 
ematopoietiche,76 mastociti,77 cellule del miocardio,78 cellule muscolari79 ed endotelio.80 
A causa della mancanza di potenti radioligandi con specifica selettività, la determinazione 
quantitativa della distribuzione tissutale dei recettori adenosinici A2B non è possibile; perciò le 
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informazioni presenti in letteratura sono basate su dati riferiti ai livelli di mRNA (usando 
Northern blot analysis si  determina direttamente l’mRNA)81 che si assumono come 
corrispondenti all’espressione della proteina. 
Il recettore A2B stimola l’adenilato ciclasi mediante un accoppiamento diretto con proteine Gs 
intracellulari con conseguente aumento dei livelli di cAMP (Figura 1.2); questo a sua volta 
provoca un potenziamento dei canali del Ca2+ di tipo P, l’attivazione di una proteina chinasi A 
(PKA, che fosforila residui proteici treoninici e serinici), e la stimolazione della trascrizione 
genica. Inoltre il recettore A2B  si accoppia, mediante una proteina della famiglia Gq, ad un 
sistema fosfatidilinositolo-proteina lipasi C (PI-PLC) che porta ad un aumento di DAG (che 
attiva la PKC) e di IP3 (che mobilita il Ca2+ intracellulare). 
Molti articoli attribuiscono agli A2B effetti cardiovascolari in quanto una loro attivazione può 
controllare: proliferazione fibroblastica,82 ripristino cardiaco, patologie quali ipertensione o 
infarto miocardico.83 
Alti livelli di espressione del recettore A2B sono stati trovati in diverse parti del tratto 
intestinale e recentemente si è studiata la loro azione sulle cellule della mucosa gastrica84; 
inoltre esistono prove a favore del fatto che i recettori A2B, che risiedono sui mastociti, siano 
coinvolti in processi infiammatori quali l’asma.85 Questi recettori portano infatti 
all’attivazione dei mastociti MHC-I umani e stimolano il rilascio di IL-8.  
Gli studi quindi si stanno orientando verso la ricerca di antagonisti A2B selettivi quali 
potenziali antiasmatici.86,87  
I recettori A2B mediano una serie di risposte riassunte nella Tabella 1.4.  
   
          
 
SNC 
Inibizione trasmissione nervosa 
Aumento sintesi IL-6 negli astrociti 
Sistema gastrointestinale Aumento secrezione cloruri nel lume intestinale 
Sistema cardiovascolare 
Vasodilatazione 
Controllo proliferazione fibroblastica e ripristino cardiaco 
Mastociti Ruolo in processi infiammatori tra cui l’asma 
 
 
 
Tabella 1.4  Effetti mediati dal recettore A2B in vari sistemi 
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1.2.3.1    Antagonisti adenosinici A2B 
 
DERIVATI XANTINICI 
 
Le alchilxantine sono gli antagonisti classici dei recettori adenosinici. Considerando le 
potenziali applicazioni terapeutiche di antagonisti A2B, in particolare come agenti 
antiasmatici, gli studi sono orientati verso la ricerca di antagonisti potenti e selettivi per 
questo sottotipo recettoriale. 
Le xantine naturali, teofillina e caffeina, presentano valori di Ki pari a 9,07 e 10,4 µM, 
rispettivamente. La disostituzione dei gruppi metilici nelle posizioni 1 e 3 della teofillina con 
propili (dipropilxantina) aumenta l’affinità di circa 15 volte;88 mentre la monosostituzione in 
posizione 3 (emprofillina), porta ad una affinità 2 volte superiore, che viene incrementata 
ulteriormente con l’introduzione in posizione 1 di un gruppo metilico. L’introduzione di un 
gruppo fenilico in posizione 8 mostra un’affinità nettamente superiore, purché le posizioni 1 
(ed eventualmente 3) non siano libere, con un ordine di potenza: 1-propil>1-butil>1-etil.89 La 
presenza in posizione 4 del fenile di sostituenti polari, che conferiscono una certa solubilità in 
acqua, diminuisce leggermente l’affinità ma incrementa la selettività. Infatti, l’analogo polare 
carbossifenilico e quello p-solfofenilico PBS 1115 (12) possiedono una buona selettività, 
dimostrando che è la sostituzione in N1 e non in N3 ad essere importante per l’elevata affinità 
nei confronti del recettore A2B, e che le xantine 1,8-disostituite e aventi la posizione 3 
inalterata risultano essere più selettive per questi recettori rispetto agli analoghi 3-sostituiti. 
Recentemente sono stati sintetizzati da Kalla e collaboratori dei derivati 8-pirazolil xantinici 
che mostrano elevata affinità e selettività verso i recettori A2B. Interessante è il derivato 
disostituito nelle posizioni 1 e 3 con un gruppo metilico e con un gruppo –CF3 in meta 
all’anello benzil N-1-pirazolico90 presente in posizione 8 (CVT-6883, 13). Un altro composto 
interessante è stato ottenuto grazie all’introduzione di un gruppo 3-fenil-1,2,4-ossadiazolico 
sull’anello pirazolico: il derivato ottenuto (14) presenta un’affinità 1nM per il recettore 
adenosinico A2B e una selettività 370 volte superiore rispetto agli altri sottotipi recettoriali.91 
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DERIVATI NON XANTINICI 
 
All’interno della classe delle adenine la presenza di un gruppo propilico in posizione 9 e di un 
bromo nella posizione 8 va ad incrementare sia potenza che selettività verso gli A2B (15), ma 
ancora più interessante è la sostituzione in posizione 2 con un gruppo alchinilico e la presenza 
di un anello furanico in 8 (16).92,93 
PSB 1115, 12 
 
rA1= 2.200 nM 
rA2A= 24.000 nm 
hA2B= 53,4 nm 
hA3> 10.000 nm 
 
 CVT 6883, 13 
 
hA1= 990 nM 
hA2A= 690 nM 
hA2B= 1 nM 
hA3= 1.000 nM 
hA1/hA2B= 990 
hA2A/hA2B= 690 
          14 
 
hA1= 370 nM 
hA2A= 1.100 nM 
hA2B= 1 nM 
hA3= 480 nM 
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Recentemente la forma triziata di un derivato pirrolo-pirimidinico, nominata [3H]OSIP-
339391 (17), è stata proposta come radioligando per lo studio dei recettori A2B per le sue 
caratteristiche di attività e selettività.94 
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    15              16 
  hA1= 1.100 nM             hA1= 25 nM  
hA2A= 300 nM            hA2A= 11 nM   
 hA2B= 14 nM             hA2B= 14nM 
hA3> 100.000 nM     
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1.2.4     Recettori adenosinici A3 
Il sottotipo recettoriale adenosinico A3 è stato clonato da diverse specie (ratto, uomo, cane, 
pecora).95,96 
L’attivazione di tale sottotipo determina (Figura 1.2): 
-inibizione dell’adenilato ciclasi (attraverso l’accoppiamento con Gi), con conseguente 
riduzione dei livelli di cAMP; 
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-stimolazione di fosfolipasi C e D (tramite accoppiamento con Gq);97,98  
-rilascio di mediatori dell’infiammazione (es. istamina da mastociti).99 
Questo sottotipo recettoriale è presente con elevata densità in polmoni, fegato e cellule del 
sistema immunitario quali neutrofili, eosinofili e linfociti T; con livelli più bassi in cervello, 
cuore, testicoli e molti altri tessuti. 
Nel SNC l’adenosina ha potenti attività sedativo-ipnotiche, anti-convulsivanti ed ansiolitiche; 
inoltre è uno dei più potenti inibitori dell’esocitosi presinaptica, in particolare di 
catecolamine, acetilcolina ed amminoacidi eccitatori, il che può essere sfruttato per lo 
sviluppo di antiepilettici.100 L’adenosina interviene anche in numerose patologie 
neurodegenerative come l’ictus cerebrale. Attraverso l'interazione con i recettori A3, 
l’adenosina rilasciata esercita un ruolo cerebroprotettivo denominato "ischemic 
preconditioning". Solamente nel ratto sono stati riscontrati alti livelli di recettori A3 negli 
eosinofili a livello polmonare, che mediano l’inibizione della degranulazione e della 
liberazione di radicali liberi dell’anione superossido.101 Sono state attribuite al recettore A3 
anche proprietà antitumorali: l’attivazione sembra ridurre l’adesione dei linfociti citotossici 
alle cellule tumorali.102 Infine si stanno studiando le potenzialità di antagonisti adenosinici A3 
nel ridurre la pressione intraoculare, e quindi come possibili agenti terapeutici nel trattamento 
del glaucoma.103 Le risposte mediate dai recettori A3 vengono riassunte nella Tabella 1.5. 
 
 
 
 
SNC 
Neuroprotezione 
Attività sedativo-ipnotiche, anticonvulsivanti ed anti-ansia 
Inibizione dell’esocitosi presinaptica 
Sistema cardiovascolare 
Effetto anticoagulante 
Ipotensione 
Sistema immunitario 
Protezione cellulare (basse dosi) 
Effetto pro-apoptotico (alte dosi) 
 
 
Tabella 1.5  Effetti mediati dal recettore A3 in vari sistemi 
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1.2.4.1     Antagonisti adenosinici A3 
 
I composti in grado di inibire selettivamente il recettore A3 sono strutturalmente diversi 
dall’adenosina e di solito legano il sottotipo recettoriale umano ma non quello di ratto o 
viceversa. L’unica eccezione è rappresentata dalle (ar)alchiniladenosine, in cui il ribosio 
conferisce una certa potenza inibente.104 
 
 
DERIVATI XANTINICI 
Nel tentativo di aumentare l’affinità verso il recettore A3, mantenendo l’anello xantinico, sono 
stati sintetizzati 2-fenilimidazopurin-5-oni che, oltre ad avere buona solubilità in acqua, 
presentano elevata potenza e selettività105; un esempio è il PBS-10 (18) che, in studi di 
binding, si è rivelato un agonista inverso e non un antagonista. Conseguentemente a queste 
osservazioni sono stati sintetizzati derivati triazolo-purinici (19) quali antagonisti A3 potenti e 
selettivi.106,107 
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PBS-10, 18         19 
    
hA1= 1.700 nM      hA1= 398 nM 
hA2A= 2.700 nM      hA2A= 822 nM 
hA3= 0,43 nM      hA2B= 1.030 nM 
          hA3= 0,81 nM 
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DERIVATI NON XANTINICI 
 
Diversi sistemi eterociclici sono stati identificati come potenziali antagonisti per il recettore 
adenosinico A3 e possono essere classificati in diverse famiglie: flavonoidi; 1,4-diidropiridine 
e piridine; triazolo-chinazoline; isochinoline e chinazoline; vari.108,109 
Tra i più potenti vanno ricordati  due composti appartenenti alla classe delle triazolo-
chinazoline: l’ MRS 1220 (20), un derivato del composto CGS 15943 (10) che, grazie 
all’acilazione del gruppo amminico, mostra un’elevata potenza e una buona selettività verso i 
recettori A3 e il composto 21, identificato attraverso studi SAR, che risulta essere uno dei più 
potenti e selettivi A3 antagonisti.110,111  
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MRS 1220, 20 
 
rA1= 52,2 nM 
rA2A= 10,3 nM 
hA3= 0,65 nM 
        21 
 
hA1= >20.000 nM (spiazz. 19%) 
hA2A= >20.000 nM (spiazz. 21%) 
hA3= 0,6 nM 
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1.3 Pirazolo-Triazolo-Pirimidine quali antagonisti 
adenosinici. 
 
Negli ultimi dieci anni il nucleo pirazolo-triazolo-pirimidinico ha rappresentato un valido 
templato per l’ottenimento di antagonisti adenosinici grazie alla sua similitudine strutturale 
con l’antagonista non selettivo CGS15943 (10).112,113 
 
 
 
 
 
 
 
Il vantaggio di tale nucleo rispetto al derivato 10 deriva dalla possibilità di operare un 
maggior numero di variazioni; infatti è possibile inserire sostituenti in diverse posizioni 
quali N7, N8, N5 e C2. 
In questi anni il nostro gruppo di ricerca si è interessato molto a tale nucleo e, attraverso la 
sintesi di numerosi composti, è stato possibile dipingere un dettagliato profilo di SAR. 
 
Sostituzioni nelle posizioni N7 ed N8 
Il primo esempio di antagonista a struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica, chiamato 8FB-
PTP (22), è stato riportato da Gatta e collaboratori114 e presenta affinità ma non selettività 
verso A2A. Partendo da queste osservazioni e considerato il numero limitato di composti 
riportati da Gatta, il nostro gruppo di ricerca ha deciso di investigare più 
approfonditamente l’effetto di diverse sostituzioni a livello della funzione pirazolica. Dai 
primi studi è emersa l’importanza del gruppo amminico libero in posizione 5 e della 
sostituzione in N7 dell’anello pirazolico, piuttosto che in N8, per avere sia affinità che 
selettività verso il recettore A2A (23).115,116 
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Uno studio più accurato sull’effetto della catena in N7 ha chiaramente dimostrato che la 
presenza di una catena di tipo arilalchilico sia essenziale. Infatti i composti SCH 58261
 
(25) 
ed SCH 63390
 
(26) risultano i più potenti e selettivi A2A antagonisti mai riportati.116 
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8FB-PTP, 22 
Ki rA1 = 3.3 nM 
Ki rA2A = 1.2 nM 
 
N N
N
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O
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N
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SCH 58261, 25 
Ki rA1 = 121 nM 
Ki rA2A = 2.3 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
23 
Ki rA1 = 236 nM 
Ki rA2A = 8.9 nM 
 
24 
Ki rA1 = 30.4 nM 
Ki rA2A = 2.4 nM 
 
SCH 63390, 26 
Ki rA1 = 504 nM 
Ki rA2A = 2.4 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
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Purtroppo però questa classe di composti presenta un grosso limite relativo alla loro scarsa 
solubilità in acqua che ne compromette l’impiego per studi farmacologici. 
Per ovviare a tale problema sono state quindi introdotte delle funzioni polari sulla catena 
laterale dell’anello pirazolico. In particolare l’introduzione di un gruppo ossidrilico in para 
all’anello fenilico dei composti 25 e 26 ha permesso di ottenere, oltre ad un miglior carattere 
idrofilico, anche un aumento di affinità e selettività verso A2A suggerendo che, probabilmente, 
a tale livello sia coinvolto un legame idrogeno nel riconoscimento recettoriale (27,28).117 
Per cercare di capire meglio la natura di tale legame è stato sintetizzato il derivato 29, 
caratterizzato da un gruppo metossilico in para al fenile, che ha mostrato affinità e selettività 
ancora più elevati tanto da renderlo candidato ideale per studi di PET118: è stato in questo 
modo confermato l’instaurarsi, all’interno della tasca recettoriale, di un legame idrogeno a 
livello della catena laterale in N7. 
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27 
Ki rA1 = 444 nM 
Ki rA2A = 1.7 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
28 
Ki rA1 = 741 nM 
Ki rA2A = 0.94 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
SCH 442416,  
Ki hA1 = 1,111 nM 
Ki hA2A = 0.048 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
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Tuttavia l’introduzione di gruppi presentanti un atomo di ossigeno non può essere considerata 
sufficiente a conferire solubilità in acqua. Per tale motivo sono state introdotte altre funzioni 
quali un gruppo solfonico
 
(31)  e un gruppo carbossilico
 
(30): in tali derivati si è manifestato 
tuttavia un calo di affinità verso A2A. 
L’introduzione di un gruppo amminico
 
(32)  ha invece dato i risultati migliori in termini di 
potenza vereso A2A ma sfortunatamente la solubilità in acqua non era ottimale per un 
possibile uso terapeutico. 
 
 
 
 
 
30 
 
 
 
 
 
Da questi studi risulta quindi evidente la difficoltà di trovare la giusta combinazione per avere 
affinità, selettività e un’accettabile biodisponibilità.119 
Dai dati di binding di tali derivati risulta inoltre evidente che, mentre la sostituzione in N7 
porta ad una totale inattività verso i recettori A2B e A3, l’analogo N8-sostituito mostra una 
discreta affinità verso questi due sottotipi recettoriali
 
(33). 
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R = COOH,  
Ki hA1 = 4,927 nM 
Ki hA2A = 4.63 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
R = SO3H, 31 
Ki hA1 = 190 nM 
Ki hA2A = 100 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
R = NH2, 32 
Ki hA1 = 2,160 nM 
Ki hA2A = 0.22 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 ≥ 10,000 nM 
 
33 
Ki hA1 = 1 nM 
Ki hA2A = 0.31 nM 
Ki hA2B = 5 nM 
Ki hA3 = 2,030 nM 
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Tali osservazioni suggeriscono quindi un ruolo fondamentale delle sostituzioni sull’anello 
pirazolico ai fini del riconoscimento verso i vari recettori adenosinici e ciò ha 
rappresentato un punto di partenza per ulteriori studi. 
 
Sostituzione in N5 
Visti i risultati ottenuti e le osservazioni effettuate il nostro gruppo di ricerca ha deciso di 
investigare la struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica quale templato anche per i sottotipi 
recettoriali adenosinici A2B e A3. 
Tenendo in considerazione il fatto che il composto MRS 1220
 
(20) fosse il più potente ma 
non selettivo A3 antagonista e considerata la sua correlazione strutturale col derivato CGS 
15943
 
(10)110,111, il nostro gruppo di ricerca ha deciso di modificare la posizione in N5 allo 
scopo di ottenere A3 antagonisti sia potenti che selettivi. 
In particolare è stata introdotta una funzione fenilcarbamoilica (4-OMe o 3-Cl sostituita), 
presente in una serie di adenosin-5’-uronamidi115,116, nella posizione N5 del nucleo 
pirazolo-triazolo-pirimidinico120,121, ottenendo così il più potente e selettivo A3 antagonista 
fino ad allora riportato
 
(34).122 
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34 
Ki hA1 = 1,026 nM 
Ki hA2A = 1,045 nM 
Ki hA2B = 245 nM 
Ki hA3 = 0.60 nM 
 
35 
Ki hA1 = 1,097 nM 
Ki hA2A = 1,390 nM 
Ki hA2B = 261 nM 
Ki hA3 = 0.20 nM 
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Questo promettente risultato ha costituito il punto di partenza per uno studio più approfondito 
in merito a questa classe di derivati che ha permesso di ottenere un preciso profilo di SAR. 
In particolare è stata evidenziata una correlazione fra il volume molecolare dei derivati 
pirazolo-triazolo-pirimidinici e i valori sperimentali di Ki. Infatti l’affinità per il recettore A3 
diminuisce con l’aumentare del volume del sostituente in N8. 
Di conseguenza piccoli gruppi alchilici in tale posizione in combinazione con un sostituente 
N5-(4-metossi)fenilcarbamoilico hanno permesso di ottenere il profilo migliore in termini di 
affinità e selettività per A3 (35).123 
Anche in questo caso però tali derivati mostrano una solubilità in acqua molto bassa che ne 
limita l’impiego a scopo terapeutico. Considerato che solo l’anello fenilico è utile per 
l’inserimento di sostituenti polari, il nostro gruppo di ricerca ha dunque studiato quali 
posizioni (orto, meta o para) e quali sostituzioni (Br, SO3H, F, H, CH3, CF3) fossero utili per 
risolvere tale problematica mantenendo sempre un sostituente di piccole dimensioni (metile) 
in N8.Tuttavia non sono stati ottenuti buoni risultati dal momento che il composto migliore 
resta il derivato non sostituito (36).124 
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36 
Ki hA1 = 594 nM 
Ki hA2A = 381 nM 
Ki hA2B = 222 nM 
Ki hA3 = 0.16 nM 
 
38 
Ki hA1 = 350 nM 
Ki hA2A = 100 nM 
Ki hA2B = 250 nM 
Ki hA3 = 0.01 nM 
 
37 
Ki hA1 ≥ 10,000 nM 
Ki hA2A = 594 nM 
Ki hA2B ≥ 10,000 nM 
Ki hA3 = 0.16 nM 
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Sempre allo scopo di ottenere maggiore solubilità si è così provato a sostituire l’anello 
fenilico con una funzione 4-piridinica in modo da evitare l’ingombro sterico in para che è 
probabilmente responsabile della ridotta affinità verso A3, ottenendo così il più potente e 
selettivo A3 antagonista solubile in acqua (15 mM) finora riportato (38). 
Per capire meglio in che modo la presenza di un azoto endociclico fosse in grado di indurre 
tale significativo aumento di potenza, sono stati condotti degli studi di docking da cui è 
emersa la presenza, all’interno della tasca recettoriale, di forti interazioni elettrostatiche tra la 
funzione piridinica carica positivamente e gli atomi di ossigeno delle funzioni carboniliche di 
due residui amminoacidici, Asn 274 e Asn 278, entrambi collocati sul dominio 
transmembrana TM7. 125 
 
Un approccio similare è stato utilizzato per aumentare l’affinità verso il recettore A2B. 
Il derivato CGS 15943 (10) presenta infatti anche una buona affinità verso tale sottotipo 
recettoriale. 
Jacobson e collaboratori osservarono che l’introduzione di funzioni polari, quale una γ-
amminobutirrilammide (39), determinava un’aumentata potenza verso A2B ma anche una  
completa perdita di selettività verso i recettori A1 e A2A. 
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 MRS1224, 39 
Ki rA1 = 8.7 nM 
Ki rA2A = 1.4 nM 
IC50 hA2B = 270 nM 
Ki hA3 = 80 nM 
 
40 
Ki rA1 = 205 nM 
Ki rA2A = 89 nM 
IC50 hA2B = 2,400 nM 
Ki hA3 = 244 nM 
 
41 
Ki rA1 = 190 nM 
Ki rA2A = 92 nM 
IC50 hA2B = 2,410 nM 
Ki hA3 = 82 nM 
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La presenza di catene apolari, quali N5-pivaloil (40) e N5-tert-butilossicarbonil (41), 
determinava invece una perdita di attività verso A2B ma un aumento di selettività.126 
Considerando questi dati è stato quindi condotto uno studio analogo sui derivati pirazolo-
triazolo-pirimidinici. 
In particolare il nostro gruppo di ricerca ha potuto osservare che i derivati N5 non sostituiti 
(42) possiedono alta affinità verso A2B ma una completa perdita di selettività. 
L’introduzione di una funzione γ-amminobutirrilammidica (43)  ha determinato una riduzione 
di affinità verso A2B risultando molto più selettivo verso A2A.127 
Un profilo migliore è stato invece ottenuto tramite l’ottimizzazione dei pattern di sostituzione 
in N5 ed N8. Infatti si è visto che il rimpiazzo della funzione fenilcarbamoilica in N5 con un 
gruppo fenilacetilico produce una riduzione di affinità verso A3 e ritenzione o miglioramento 
di potenza verso A2B (44). 
Così la combinazione di una funzione naftilacetilica in N5 e di un gruppo fenilpropilico in N8 
ha portato ad un composto abbastanza potente e selettivo verso il recettore A2B (45).128 
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42 
Ki hA1 = 2 nM 
Ki hA2A = 0.8 nM 
Ki hA2B = 9 nM 
Ki hA3 = 700 nM 
 
43 
Ki hA1 = 1.6 nM 
Ki hA2A = 54 nM 
Ki hA2B = 27 nM 
Ki hA3 = 65 nM 
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Tali risultati sembrano dunque suggerire che la presenza di sostituenti ingombranti sia in 
posizione N5 che in N8 possa portare a potenti e selettivi A2B antagonisti.128 
 
 
 
Sostituzione su C2 
Sono stati inoltre sintetizzati alcuni derivati caratterizzati dai classici sostituenti in N7 ed N5 
portanti modifiche in C2. 
In generale si è osservato che la sostituzione dell’anello furanico con un fenile o un gruppo 
alcossifenilico porta ad una perdita di affinità verso tutti i recettori. Anche l’introduzione di 
sostituenti polari sull’anello furanico determina un risultato analogo. 
Ciò sembra dunque dimostrare che la presenza di un furano non sostituito in posizione 2 
giochi un ruolo fondamentale nel riconoscimento coi diversi recettori adenosinici.129 
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44 
Ki hA1 = 702 nM 
Ki hA2A = 423 nM 
Ki hA2B = 165 nM 
Ki hA3 = 0.81 nM 
 
45 
Ki hA1 = 1,100 nM 
Ki hA2A = 800 nM 
Ki hA2B = 20 nM 
Ki hA3 = 300 nM 
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CAPITOLO 2: XANTINE BLOCCATE 
 
2.1 Introduzione 
 
Come già precedentemente visto le xantine caffeina e teofillina sono ligandi naturali dei 
recettori adenosinici che presentano affinità nel range micromolare; sono state quindi il punto 
di partenza per la ricerca di antagonisti potenti e selettivi verso i quattro sottotipi recettoriali 
adenosinici. 
In particolare l’ottimizzazione dei sostituenti nelle posizioni 1-, 3- e 8- del nucleo xantinico 
hanno portato alla scoperta di antagonisti potenti e selettivi.88,89 
Così, la sostituzione in posizione 8 con un ciclopentile (2)44 ha portato ad uno dei più potenti 
e selettivi A1 antagonisti; l’introduzione nella stessa posizione di uno stirile (46)130 o un 
sostituente arilico ingombrante (47)131,132 ha invece permesso di ottenere rispettivamente A2A 
e A2B antagonisti. Recentemente è stato inoltre dimostrato che l’introduzione di  “nuclei fusi” 
tra le posizioni 7 e 8 (48)133 o le posizioni 3 e 4 (18)105 consente di ottenere possibili  
antagonisti per il recettore A3. 
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MRS1754, 47 
Ki hA1 = 403 nM 
Ki hA2A = 503 nM 
Ki hA2B = 2.0 nM 
Ki hA3 = 570 nM 
 
46 
Ki hA1 =  nM 
Ki hA2A =  nM 
Ki hA2B =  nM 
Ki hA3 =  nM 
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2.2     Scopo 
 
Partendo da queste osservazioni sperimentali abbiamo recentemente riportato la sintesi di due  
serie di composti quali potenziali antagonisti adenosinici, entrambe basate sulla struttura della 
teofillina ma caratterizzate dalla presenza di un triazolo fuso fra le posizioni 7 e 8: la prima 
serie presenta dei gruppi metilici nelle posizioni 1 e 3, esattamente come la teofillina (49 a-j), 
mentre la seconda serie (50a-j) mostra dei gruppi n-propilici.  
 
 
 
 
 
In particolare, la presenza in posizione 8 di un anello fenilico sostituito in posizione para con 
una funzione di tipo amminico, ha permesso di legare sostituenti stericamente diversi; infatti,  
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48 
Ki hA1 =  nM 
Ki hA2A =  nM 
Ki hA2B =  nM 
Ki hA3 =  nM 
 
18 
Ki hA1 = 1,700 nM 
Ki hA2A = 2,700  nM 
Ki hA3 =  0.43 nM 
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come emerso da studi precedenti, mentre piccoli sostituenti potrebbero portare affinità verso 
A2A e A3, sostituenti maggiormente ingombranti potrebbero essere ottimali per il sottotipo 
recettoriale A2B.  
 
2.3    Chimica 
 
I composti desiderati (49a-j e 50a-j) sono stati sintetizzati tramite una reazione di 
cicloaddizione fra la xantina 8-sostituita e l’appropriata alide idrazonoilica134,135 come 
riportato in letteratura. 
Facendo reagire l’ N-N’-dipropilurea (51) con acido cianoacetico (52) in presenza di anidride 
acetica si ottiene il 5-amminouracile (53) il quale, per trattamento con sodio nitrito in 
ambiente acido, produce il nitroso derivato (54). 
Questo, tramite riduzione con idrazina e C/Pd 10%, porta al diamminouracile (55)136 che, per 
trattamento con acido formico e successivamente NaOH, ciclizza formando la dipropilxantina 
(56).137,138 La reazione del composto 56 con HNO3 70% porta alla desiderata 8-nitro-xantina 
desiderata (57).139-141  
Per quanto riguarda invece la 8-nitroteofillina, questa è disponibile commercialmente (57a). 
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Lasciando il derivato precedente (57,57a) a riflusso per dieci ore in presenza di TEA e con N-
(2-bromo-4-nitrofenil)acetoidrazonoil bromuro (58)142 si ottiene il corrispondente 
cicloaddotto (59,59a) con buona resa.143 
Infine tramite riduzione con idrazina in presenza di C/Pd 10%136 si ottiene il derivato 
amminico (60,60a) il quale, reagendo in diossano a temperatura ambiente e in presenza di un 
equivalente di TEA con l’appropriato acilcloruro (61a-j) porta alla formazione dei composti 
finali. 
 
 
 
 
 
Schema di sintesi 2.2 
 
 
 
2.4    Risultati e discussione 
 
 
 
Sfortunatamente tutti i composti della serie derivati dalla teofillina (59a,60a,49a-j) si sono 
dimostrati completamente inattivi verso tutti i sottotipi recettoriali adenosinici come si può 
vedere nella tabella 2.1.144  
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Nella stessa tabella sono inoltre riportati i dati di binding dei composti della serie 
dipropilxantinica (59,60,50a-j). 
In uno screening preliminare sui recettori A1 e A2 di ratto, tutti i composti sintetizzati sono 
risultati essere completamente inattivi. 
 
 
Comp 
 
R 
 
R’ 
 
rA1(%displ) 
(10M) 
 
rA2A (%displ) 
(10M) 
 
hA2B 
EC50 (M) 
hA3 
(%displ) 
(10M) 
59a NO2 CH3 <10% <10% >100 - 
60a NH2 CH3 <10% 56±19% >30 <10% 
49a NHCOCH2Ph CH3 <10% <10% >30 <10% 
49b NHCOCHPh2 CH3 <10% <10% >30 - 
49c NHCOCH3 CH3 <10% <10% >100 - 
49d NHCOPh CH3 <10% <10% >100 - 
49e NHCO(CH2)2
CH3 
CH3 <10% <10% >30 <10% 
49f NHCO(CH2)4
CH3 
CH3 <10% <10% >30 - 
49g NHCOPh-4-
Ph 
CH3 <10% <10% >30 - 
49h NHCO-
Adamantil 
CH3 <10% <10% >30 <10% 
49i NHCO-Tienil CH3 <10% <10% >30 - 
49j NHCO-4-
OCH3-Ph     
(CH2)2CH3 <10% <10% >30 - 
59 NO2 (CH2)2CH3 <10% <10%   
60 NH2 (CH2)2CH3 <10% 47±4%   
50a NHCOCH2Ph (CH2)2CH3 <10% <10%   
50b NHCOCHPh2 (CH2)2CH3 <10% <10%   
50c NHCOCH3 (CH2)2CH3 <10% 24±4%   
50d NHCOPh (CH2)2CH3 <10% <10%   
50e NHCO(CH2)2
CH3 
(CH2)2CH3 <10% <10%   
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50f NHCO(CH2)4
CH3 
(CH2)2CH3 <10% <10%   
50g NHCOPh-4-
Ph 
(CH2)2CH3 <10% <10%   
50h NHCO-
Adamantil 
(CH2)2CH3 <10% <10%   
50i NHCO-Tienil (CH2)2CH3 <10% <10%   
50j NHCO-4-
OCH3-Ph     
(CH2)2CH3 <10% <10%   
 
Tabella 2.1 
 
 
 
 
Comp 
 
R 
 
R’ 
hA1 
%displ  
(10 µM) 
hA2A Ki nM o 
%displ 
(10µM) 
hA2B  
EC50 
(µM) 
hA3 Ki nM 
o %displ 
(10µM) 
60 NH2 (CH2)2CH3 28% 2,050±520 >100 1,330±470 
50a NHCOCH2Ph (CH2)2CH3 24% 25% >30 26% 
50c NHCOCH3 (CH2)2CH3 24% 64% >30 48% 
50f NHCO(CH2)4
CH3 
(CH2)2CH3 18% 42% >30 56% 
50h NHCO-
Adamantil 
(CH2)2CH3 16% 23% >30 15% 
50j NHCO-4-
OCH3-Ph     
(CH2)2CH3 24% 24% >100 5% 
 
Tabella 2.2 
 
Ciò nonostante, considerando le differenze fra i recettori adenosinici delle varie specie, 
abbiamo selezionato solo alcuni composti (60, 50a, 50c, 50f, 50h, 50j) per testarli sui quattro 
recettori adenosinici umani clonati (tabella 2.2). 
Come si può vedere, mentre i derivati con funzione amminica acilata (50a, 50c, 50f, 50h, 50j) 
risultano inattivi su tutti i quattro sottotipi recettoriali, il derivato non sostituito 60 mostra 
un’affinità nel range micromolare nei confronti dei recettori umani A2A e A3. 
Questa attività può essere attribuita alla somiglianza strutturale  fra il derivato 60 e i composti 
di riferimento 46 e 48. 
Per cercare comunque di capire il motivo dell’inattività di tali composti è stata effettuata una 
sovrapposizione molecolare per valutare la complementarietà fra i composti sintetizzati (fra 
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tutti è stato selezionato il derivato 49b) e antagonisti noti a struttura correlata (2, 46-48; 
figura 2.1). 
 
 
 
 
 
Le strategie computazionali di sovrapposizione utilizzate allo scopo di valutare l’attività 
biologica di derivati si basano infatti su una teoria secondo la quale se due ligandi presentano 
una similare attività biologica e legano il recettore in modo analogo, allora le conformazioni 
attive dei due ligandi si sovrapporranno correttamente: di conseguenza possono essere 
effettuate deduzioni riguardanti la natura del sito di riconoscimento recettoriale.145-148 
Si può così osservare come per i sottotipi recettoriali A1 e A2A i composti non siano 
assolutamente sovrapponibili. Per quanto riguarda il recettore A3 si può osservare come i 
composti non si sovrappongono correttamente; con un sostituente di piccole dimensioni in 
posizione 8, come un metile, al posto del fenile si dovrebbe ottenere una sovrapposizione 
ottimale. 
Mentre per quanto riguarda il recettore A2B dalla sovrapposizione col derivato 47 (3 in figura) 
si nota come la catena del derivato di riferimento sia orientata verso il basso; si può dunque 
ipotizzare che ai fini dell’attività possa risultare ottimale la sostituzione del fenile in meta 
piuttosto che in para. 
Figura 2.1 
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E’ stato infine condotto uno studio di docking sul derivato 60 dal quale risulta una bassa 
complementarietà per il recettore A3 dovuta all’assenza delle principali interazioni coi residui 
amminoacidici della tasca recettoriale
.
 
 
2.5   Conclusioni  
 
 
Attraverso tale studio sono dunque stati sintetizzati nuovi derivati polieterociclici quali 
antagonisti adenosinici che hanno tuttavia mostrato una completa inattività, razionalizzata poi 
tramite studi di modellistica molecolare. 
Visti i risultati ottenuti lo step successivo sarà quello di sintetizzare nuovi composti a struttura 
xantinica operando opportune modifiche quali l’introduzione di un gruppo metilico al posto 
del fenile per incrementare l’affinità verso il recettore A3 e l’introduzione di sostituenti in 
posizione meta del fenile piuttosto che in para per avere un incremento dell’affinità verso il 
sottotipo recettoriale A2B. 
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CAPITOLO 3: PIRAZOLO-TRIAZOLO-PIRIMIDINE 
 
3.1 Antagonisti per il recettore A3 
 
3.1.1 Introduzione 
Nel lavoro di dottorato da me svolto in questi ultimi tre anni, il nucleo pirazolo-triazolo-
pirimidinico ha rappresentato senza dubbio il templato principalmente utilizzato per la sintesi 
di numerosi composti allo scopo di scoprire nuovi antagonisti adenosinici. 
Di seguito vengono quindi presentati tre studi mirati all’ottenimento di nuovi antagonisti 
pirazolo-triazolo-pirimidinici potenti e selettivi nei confronti dei due sottotipi recettoriali 
maggiormente investigati dal nostro gruppo di ricerca: A2B e A3. 
Tali studi approfonditi condotti su un ampio numero di composti ci hanno permesso di 
estrapolare un profilo SAR piuttosto dettagliato e di comprendere, attraverso l’aiuto delle 
tecniche di modellismo molecolare, le probabili interazioni coinvolte all’interno della tasca 
recettoriale. 
In particolare il nostro gruppo di ricerca ha proposto dei derivati pirazolo-triazolo-
pirimidinici che si sono rivelati i più potenti e selettivi A3 antagonisti finora riportati (36, 
62). Come già approfondito nella fase introduttiva, al fine di aggirare il problema della scarsa 
solubilità in acqua di tali composti, è stato sintetizzato il derivato 38 che presenta elevata 
solubilità in acqua (15 mM) ma anche un aumento sia della potenza che della selettività 
verso il recettore hA3. 
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3.1.2 Scopo 
 
In seguito ai risultati ottenuti in merito al derivato 38, allo scopo  di approfondire gli studi 
preliminari e verificare il reale effetto dell’azoto piridinico nell’interazione con il recettore 
umano A3, abbiamo sintetizzato una serie più vasta di N8-metil pirazolo-triazolo-pirimidine 
(63-79) caratterizzate da diverse funzioni eteroarilcarbamoiliche in posizione 5. 
In particolare si è pensato di: 
- variare la posizione dell’atomo di azoto del nucleo piridinico; 
- annullare la basicità dell’azoto piridinico tramite formazione di N-ossidi ed N-metil     
derivati; 
 - sostituire l’atomo di azoto stesso con diversi eteroatomi. 
 
 
 
 
 
 
 
3.1.3   Risultati e discussione 
 
Cmp Eteroaril hA1 
(Ki, nM) 
hA2A 
(Ki, nM) 
hA2B 
IC50 
(nM) 
hA3 
(Ki, nM) 
hA1/hA3 hA2A/
hA3 
63 4-piridil 260±30 65±10 >1000 
(20%) 
0.046±0.010 5650 1413 
38 4-piridilxHCl 355±25 110±15 >1000 
(12%) 
0.014±0.006 25357 7857 
64 3-piridil 230±20 125±12 >1000 
(24%) 
0.44±0.20 522 284 
65 3-piridilxHCl 245±25 155±25 >1000 
(18%) 
0.55±0.10 445 281 
66 2-piridil 210±24 140±35 >1000 
(16%) 
0.35±0.10 600 400 
N N
N
N
ON
N
HN N
H
ETEROARIL
O
 
ETEROARIL:  2-,3-,4-piridil; 
                           2-,3-,4-piridil cloridrato; 
                           2-,3-,4-N-metil piridil ioduro; 
                           2-,3-,4-N-ossido piridil; 
                           furil, tienil, benzofuranil, chinolin. 
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67 2-piridilxHCl 265±28 180±18 >1000 
(20%) 
0.50±0.15 530 360 
68 4-N-CH3-
piridil I- 
>1000 
(20%) 
282±35 >1000 
(6%) 
28±3 >36 10 
69 3-N-CH3-
piridil I- 
330±35 42±6 244±28 5.3±0.8 62 8 
70 2-N-CH3-
piridil I- 
400±43 64±8 280±32 1.3±0.2 307 49 
71 4-N-O-piridil >1000 
(35%) 
153±18 >1000 
(12%) 
21±3 >47 7.3 
72 3-N-O-piridil 550±62 75±9 260±22 10±2 55 7.5 
73 2-N-O-piridil 800±84 110±15 320±35 3.5±0.4 228 31 
74 2-furil >1000 
(25%) 
350±38 >1000 
(8%) 
16±3 >62.5 22 
75 3-furil >1000 
(20%) 
400±45 >1000 
(4%) 
11±2 >90 36 
76 2-benzofuril >1000 
(22%) 
60±8 250±30 12±2 >83 5 
77 2-
benzopiridil 
>1000 
(12%) 
810±72 >1000 
(17%) 
110±35 >9 7.3 
78 2-(5-CH3)-
tiofenil 
>1000 
(10%) 
920±83 >1000 
(20%) 
10±1 >100 92 
79 3-(2-CH3)-
tiofenil 
>1000 
(24%) 
410±35 >1000 
(31%) 
3.5±0.4 >286 117 
 
Tabella 3.1 
 
 
Nella tabella 3.1 sono riportati i dati di binding dei composti sintetizzati (63-79).  
Tutti i derivati mostrano un’affinità per il recettore umano A3 nell’ordine nanomolare con 
diversi livelli di selettività verso gli altri sottotipi recettoriali adenosinici. 
I derivati piridinici 38 e 63-67 mostrano il miglior profilo sia in termini di affinità che 
selettività verso A3 e non si notano differenze significative fra le basi libere (63, 64, 66) e le 
forme cloridrate (38, 65, 67); questi ultimi presentano però un’elevata solubilità in acqua (15 
mM) che ci permette di considerarli quali possibili candidati per studi farmacologici. 
Si può osservare inoltre come la posizione dell’atomo di azoto piridinico influenzi 
notevolmente l’affinità per il recettore hA3; infatti l’azoto in posizione 4 determina la migliore 
affinità di legame ( 0.014-0.04 nM) mentre con l’azoto in posizione 2 o 3 si ha una riduzione 
dell’affinità di 10-30 volte. Questo suggerisce che  all’interno della tasca recettoriale si creino 
interazioni elettrostatiche per il derivato 38 non  possibili per gli altri isomeri (64-67). 125   
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Si può invece osservare un profilo biologico completamente diverso per i composti in cui 
l’azoto piridinico risulta alchilato o ossidato. 
Nei derivati N-metil piridinici (68-70), infatti, si ha una drastica riduzione dell’affinità di 
legame (1.3-28 nM) verso il recettore hA3 di 100-2.000 volte rispetto agli analoghi piridinici 
38, 63-67. 
Per quanto riguarda la posizione dell’azoto metilato sembra che vengano capovolte le 
osservazioni fatte per gli analoghi piridinici; infatti il derivato con l’azoto in 4 (68) risulta il 
meno potente di questa serie (Ki hA3 28 nM). 
Questi risultati suggeriscono che la presenza della funzione metil-piridinica abbia un effetto 
negativo sull’affinità di legame per il recettore  hA3: infatti, rispetto al composto di 
riferimento 62 (Ki hA3 0.31 nM), il suo bioisostero 68 presenta una riduzione in termini di 
affinità per il recettore hA3 di 100 volte. 
E’ interessante osservare inoltre come  l’azoto in posizione 2 o 3 dei derivati N-metil 
piridinici induca una buona potenza verso il sottotipo recettoriale A2B a differenza dei 
composti di riferimento 38, 63-68 che risultano inattivi.  
Le stesse osservazioni possono essere fatte anche dalle analisi dei dati di binding riguardanti i 
derivati N-ossidi piridinici (71-73). 
Si ha invece un profilo differente quando la funzione piridinica viene rimpiazzata da altri 
eterocicli. 
La sostituzione con un anello furanico legato in posizione 2 (74) o 3 (75) induce infatti una 
significativa riduzione dell’affinità verso hA3 ( più di 100 volte). 
Sorprendentemente la sostituzione con tiofene (78, 79), considerato il bioisostero del fenile, 
non solo determina una riduzione dell’affinità rispetto al derivato piridinico 38  ma anche 
rispetto al derivato 62. 
L’introduzione di sistemi eteroarilici più complessi quali il benzofurano (76) o una chinolina 
(77) in posizione 5 determina una significativa riduzione di affinità verso il recettore hA3. 
Mentre però la chinolina porta ad una scarsa affinità verso tutti e quattro i sottotipi recettoriali 
adenosinici, col derivato benzofuranico si ha una certa ritenzione di affinità verso hA3, hA2A e 
hA2B. 
Come abbiamo visto nei precedenti studi di docking, il derivato 38 mostra una buona 
complementarietà recettoriale che ne determina elevata potenza e affinità verso il sottotipo 
recettoriale A3.125 
E’ utile però ricordare che tale derivato  è presente sia in forma protonata che non protonata in 
un equilibrio che dipende dal pH dell’ambiente circostante. 
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Dai dati sperimentali risulta chiaro che la forma cloridrata presenta un’affinità maggiore se 
paragonata alla base libera.149 
La cinetica di solubilizzazione potrebbe quindi giocare un ruolo determinante nella  
concentrazione in soluzione finale di entrambe le forme.125 
In questo senso il cloridrato solubilizza più velocemente rispetto alla base libera e, di 
conseguenza, ciò garantirebbe in soluzione una concentrazione più elevata di antagonista. 
Inoltre era stato trovato che la migliore energia di docking per la base libera è meno stabile di 
circa  20 kcal/mol  rispetto alla corrispondente forma protonata del derivato 38. 
Abbiamo spiegato questi risultati come una sorta di selezione da parte del recettore nei 
confronti della forma protonata dell’antagonista rispetto a quella non protonata. 
Inoltre si è già visto che altri antagonisti portanti una carica positiva si accomodano bene 
all’interno della tasca recettoriale di hA3. 
Al fine di razionalizzare meglio i dati di binding dei derivati N8-metil pirazolo-triazolo-
pirimidinici sintetizzati (63-79) è stata effettuata un’ulteriore serie di simulazioni di docking, 
in modo da riconoscere l’ipotetico sito di binding di questa nuova serie di antagonisti.149-151  
In base a queste simulazioni abbiamo visto come tutti i nuovi derivati pirazolo-triazolo-
pirimidinici mostrino lo stesso modello di binding all’interno della regione transmembrana 
del recettore hA3. 149-151 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1 
Come mostrato nella figura 3.1 abbiamo appurato che l’ipotetica cavità di binding del nucleo 
pirazolo-triazolo-pirimidinico sarebbe formata dai domini TMs 3,5,6 e 7. L’anello furanico  
3.Pirazolo-Triazolo-Pirimidine  
             
- 44 - 
risulta posizionato verso il loop extracellulare EL2 fra i domini transmembrana TM5 e TM3 
mentre  i sostituenti in N8 sarebbero circondati dai domini TM2 e TM7.  
La funzione carbamoilica in posizione 5 sarebbe invece orientata verso l’ambiente 
intracellulare e  circondata da due amminoacidi polari; His95 (TM3) e Ser247 (TM6). Questa 
regione sembra essere critica ai fini del riconoscimento degli antagonisti da parte del 
recettore; infatti il recettore hA3 presenta, al posto del residuo di His che caratterizza i 
sottotipi hA1 e hA2, un residuo di Ser.152 
Le interazioni stabilizzanti che avvengono tra la funzione carbamoilica in 5 e questi 
amminoacidi polari determinano l’orientamento dell’anello fenilcarbamoilico al centro della 
cavità dei TM. 
Il residuo di His95 risulta fondamentale per il riconoscimento del ligando instaurando 
interazioni tipo legame idrogeno con l’atomo di ossigeno carbamoilico.152 
La regione recettoriale attorno all’anello arilico o eteroarilico della funzione carbamoilica è la 
più idrofobica ed è caratterizzata da tre amminoacidi non polari: Ile98 (TM3), Ile186 (TM5), 
Leu244 (TM6). L’affinità di binding verso il recettore umano A3 sembra essere influenzata da 
una forte interazione carica-dipolo tra la funzione carbonilica dell’ Ile186 (TM5) e la carica 
positiva presente sul sistema 4-piridinico del derivato 38. Questa interazione risulta invece 
inferiore negli analoghi 3-piridinico (65) e 2-piridinico (67) a causa dell’aumentata distanza 
tra la carica positiva piridinica dei derivati 38, 65, 67 e la funzione carbonilica amminoacidica 
come mostrato nelle figure 3.2, 3.3 e 3.4. 
La valutazione della tasca recettoriale di binding rivela la presenza di uno spazio vuoto molto 
piccolo fra TM5 e TM6; di conseguenza sembra che vi sia un forte controllo sterico attorno 
alla posizione 4 dell’anello arilico legato alla funzione carbamoilica. 
Infatti sostituenti in posizione para di tale anello inducono una riduzione di affinità verso il 
recettore A3 di 2-5 volte rispetto ai derivati non sostituiti.125,153 Usando queste argomentazioni 
è possibile spiegare la perdita di attività dei derivati 4-N-metilico (68) e 4-N-ossido (71) 
rispetto al derivato 38.  
Inoltre anche  la natura delle interazioni elettrostatiche tra la funzione carbonilica dell’Ile186 
(TM5) e la carica positiva presente sui derivati 68 e 71 sembra risultare meno efficace se 
paragonata al derivato 38. 
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Figura 3.2 
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Figura 3.4 
 
 
Infatti, da un punto di vista chimico, il gruppo carbonilico dell’Ile186 interagisce 
diversamente con la carica positiva del gruppo N-H del derivato 38, in cui è possibile la 
formazione di un legame idrogeno, rispetto alla carica positiva del gruppo N-Me del derivato 
68, in cui non è possibile il legame idrogeno, e rispetto alla carica neutra della funzione N+-O- 
del derivato 71. 
Sostituenti più ingombranti ma planari come il benzofurano (76) o la chinolina (77) 
determinano una lieve riduzione della complementarietà. Piccoli sostituenti eteroaromatici 
come metil-tiofene (78, 79) o furano (74, 75) possono accomodarsi all’interno della tasca 
recettoriale perdendo parzialmente la complementarietà. 
I sostituenti in posizione orto dell’anello fenilico sembrano invece occupare una regione vuota 
della cavità di binding recettoriale. 
Infatti i derivati 2-N-metilico (70) e 2-N-ossido (73) sono più attivi rispetto ai derivati para-
sostituiti 68 e 71. 
Infine si può osservare come un simile controllo sterico avvenga quando sostituenti più 
ingombranti dell’atomo di idrogeno sono presenti in posizione meta dell’anello arilico o 
73 72 71
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eteroarilico. L’affinità verso il recettore hA3 viene infatti ridotta significativamente dalla 
repulsione sterica tra i sostituenti in meta e le catene amminoacidiche dei domini TM6 e TM7. 
Così i derivati 3-N-metilico (69) e 3-N-ossido (72) sono meno attivi dei derivati orto 70 e 73. 
 
3.1.4   Conclusioni 
Questo studio presenta quindi importanti informazioni sulle caratteristiche strutturali 
indispensabili per il riconoscimento da parte del recettore hA3 adenosinico. 
In particolare sono stati investigati in maniera approfondita gli effetti della funzione eteroaril 
carbamoilica in posizione N5. 
E’ stato confermato che la funzione piridinica aumenta la solubilità in acqua e può 
determinare a seconda dei casi un aumento o una ritenzione di affinità e selettività verso il 
recettore hA3. 
In particolare la posizione e la natura dell’atomo di azoto piridinico influenzano 
significativamente sia l’affinità che la selettività. 
Al contrario, quando la funzione piridinica viene rimpiazzata da altri eterocicli si osserva una 
significativa riduzione sia dell’affinità che della selettività. 
Tutte queste osservazioni sperimentali sono state studiate tramite simulazioni di molecular 
modeling che hanno permesso di convalidare il modello farmacoforo recettoriale 
recentemente proposto.149-151 
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3.2 Antagonisti per il recettore A2B 
 
3.2.1  Scopo 
 
Partendo dalle osservazioni effettuate tramite gli studi precedenti, da cui era emerso che la 
presenza di un sostituente ingombrante di tipo arilacetilico in N5 e di un gruppo ingombrante 
in N8 determinava un’elevata attività verso A2B (45) e considerando l’impossibilità di 
effettuare uno studio SAR approfondito per il basso numero di composti sintetizzati (circa 9), 
abbiamo deciso di approfondire lo studio in merito a possibili A2B antagonisti. Sono stati 
quindi sintetizzati altri derivati pirazolo-triazolo-pirimidinici caratterizzati dalla presenza di 
diverse combinazioni di funzioni alchiliche, arilalchiliche e arilacetiliche in N5 ed N8 in modo 
da razionalizzare, anche attraverso studi di modellistica molecolare, l’influenza che tali 
sostituenti  esercitano su affinità e selettività nei confronti del recettore A2B in particolare. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Inoltre, basandoci sui dati relativi ad A2B antagonisti noti a struttura xantinica, quali il 
derivato MRS1754 (47),  
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Ki hA2B = 2.0 nM 
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abbiamo deciso di utilizzare catene analoghe a quella presente in posizione 8 di tale derivato 
xantinico inserendole in derivati a struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica sempre allo scopo 
di ottenere antagonisti potenti per il recettore A2B. 
In particolare abbiamo introdotto tali catene in N5 per cercare di capire se il maggiore 
ingombro sterico caratteristico di tali sostituenti determini una maggiore potenza e selettività 
verso il recettore A2B. 
Abbiamo così ottenuto una serie di derivati  (140-145) presentanti catene 4-O-benzil-
fenilacetammidiche in N5 e caratterizzati dalla presenza di vari sostituenti sull’anello fenilico 
terminale e un gruppo metilico in N8 che, pur non essendo ingombrante, conferisce una certa 
attività verso il recettore A2B.  
Oltre a questi composti abbiamo deciso di far testare anche una delle catene utilizzate per i 
coupling, in particolare la catena N-metil[4-O-(4-metil)benzil]fenilacetammidica, per cercare 
di capire quanto incidesse la catena in N5 sull’affinità di legame (derivato 146), rispetto 
all’intera struttura policiclica. 
 
 
 
3.2.2  Risultati e discussione composti 80-139 
 
I composti sintetizzati (80-139), e il riferimento (45), sono stati saggiati su recettori 
adenosinici umani clonati A1, A2A e A3 espressi in cellule CHO, mediante saggi di binding. 
Per i recettori A1 e A2A-A3 sono stati utilizzati come radioligandi rispettivamente [3H]CCPA e  
[3H]NECA, mentre per quanto riguarda il recettore adenosinico A2B la situazione è un pò 
problematica, in quanto non sono disponibili radioligandi potenti per questo sottotipo 
recettoriale.   
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Quindi la potenza dei composti sintetizzati verso tale sottotipo recettoriale è stata valutata 
mediante saggi che evidenziano l’entità dell’inibizione dell’attività dell’adenilato ciclasi 
indotta dal NECA. 
Solamente i composti riscontrati come interessanti e promettenti nei saggi funzionali, sono 
stati successivamente analizzati tramite saggi di binding, utilizzando cellule CHO transfettate 
con il recettore adenosinico umano A2B utilizzando [3H]ZM241385 come radioligando 
(cellule provenienti da industria e coperte da brevetto industriale). 
I dati riportati nella Tabella 3.2 mostrano che tutti i composti saggiati (80-139) possiedono 
un’elevata affinità, con differenti livelli di selettività, per tutti i sottotipi recettoriali 
adenosinici. 
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Tabella 3.2 Profilo biologico dei composti sintetizzati (80-139) e riferimento (45) verso i 
quattro sottotipi recettoriali adenosinici umani. 
N N
N
N
O
HN
N
N
R1
32-91
O
R
 
 
Comp R R1 hA1 
(Ki 
nM)a 
hA2A 
(Ki nM)b 
hA2B 
IC50nMc 
hA2B 
(Ki nM)d 
hA3 
(Ki nM)e 
45 CH2-α-
naftil 
CH2CH2CH2
Ph 
710 
(425-
1180) 
305 
(191-488) 
> 100.000 2.190 
(2.130-
2.250) 
343 
(170-688) 
80 CHPh2 CH3   139 
(82,7-
235) 
216 
(152-307) 
363 
(318-414) 
29,1 
(22,8-
37,1) 
0,25 
(0,15-,41) 
81 CH2-Ph-
Ph 
CH3 1.460 
(1.010-
2.100) 
193 
(133-282) 
> 10.000 _____ 11,2 
(6,27-0,2) 
82 CH2-3-
Cl-Ph 
CH3 410 
(352-
478) 
30,5 
(25,6-
36,3) 
8.960 
(5.580-
12.700) 
_____ 1,94 
(1,34-,80) 
83 CH2-4-
Cl-Ph 
CH3 1.850 
(1.250-
2.740) 
156 
(84,1-
290) 
> 50.000 _____ 12,7 
(11,5-4,1) 
84 CH2-4-
OCH3-
Ph 
CH3 133 
(103-
170) 
62,5 
(42,4-92) 
> 10.000 _____ 0,95 
(0,44-,07) 
85 CH2-2-
Tienil 
CH3 444 
(390-
505) 
56 
(26,7-
117) 
> 10.000 _____ 5,26 
(3,70-,47) 
86 CH2-3-
Tienil 
CH3 461 
(380-
560) 
31,3 
(15,3-
64,1) 
13.700 
(10.100-
18.500) 
_____ 1,25 
(0,95-,68) 
87 CH2-β-
naftil 
CH3 190 
(155-
232) 
77,5 
(48-125) 
> 10.000 _____ 14,5 
(12,2-
17,1) 
88 CH2-α-
naftil 
CH3 872 
(722-
1050) 
80,5 
(51,8-
124) 
> 10.000 _____ 3,47 
(2,21-
5,44) 
80-139 
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89 CH2-4-
CF3-Ph 
CH3 768 
(594-
994) 
75,9 
(34,7-
166) 
> 10.000 _____ 1,22 
(0,95-
1,36) 
90 CH2-O-
Ph 
CH3 42 
(37,4-
52,3) 
15,1 
(11,5-
19,8) 
> 10.000 _____ 692 
(612-782) 
91 CH2-O-
Ph-4-Cl 
CH3 963 
(843-
1100) 
39,3 
(32,5-
47,5) 
> 10.000 _____ 223 
(190-261) 
92 CH2-4-F-
Ph 
CH3 741 
(615-
892) 
54,1 
(26,9-
109) 
13.000 
(9.520-
17.700) 
_____ 0,97 
(0,62-
1,52) 
93 CH2-2,6-
Cl2-Ph 
CH3 908 
(874-
944) 
45,2 
(24,7-
82,6) 
6.450 
(3.930-
10.600) 
_____ 44,4 
(39,2-
50,2) 
94 CHPh2 CH2CH3 156 
(102-
239) 
131 
(127-135) 
745 
(482-
1.150) 
18,3 
(11,8-
28,2) 
0,98 
(0,54-
1,75) 
95 CH2-Ph-
Ph 
CH2CH3 557 
(432-
717) 
70,9 
(52,1-
96,7) 
> 50.000 _____ 14,2 
(12,1-
16,7) 
96 CH2-2-
Tienil 
CH2CH3 148 
(116-
189) 
15,9 
(8,24-
30,8) 
15.000 
(13.500-
16.600) 
_____ 196 
(160-241) 
97 CH2-3-
Tienil 
CH2CH3 154 
(68,5-
345) 
23 
(13,7-
38,5) 
9.370 
(8.830-
9.950) 
_____ 765 
(608-962) 
98 CH2-β-
naftil 
CH2CH3 185 
(147-
233) 
18,4 
(8,84-
38,2) 
10.370 
(7.870-
13.700) 
_____ 36,3 
(35-37,7) 
99 CH2-α-
naftil 
CH2CH3 596 
(428-
829) 
74,6 
(42,3-
132) 
> 50.000 _____ 3,05 
(2,61-
3,56) 
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Comp R R1 hA1 
(Ki nM)a 
hA2A 
(Ki nM)b 
hA2B 
IC50nMc 
hA2B 
(Ki 
nM)d 
hA3 
(Ki 
nM)e 
100 CHPh2 CH2CH2CH3 80,2 
(49,7-
129) 
46,5 
(38,2-
56,5) 
491 
(327-
736) 
13,3 
(5,71-
30,8) 
0,93 
(0,69-
1,25) 
101 CH2-
Ph-Ph 
CH2CH2CH3 622 
(424-
912) 
52,5 
(34,9-
79,1) 
> 10.000 _____ 65,4 
(54,76-
78,3) 
102 CH2-
2-
Tienil 
CH2CH2CH3 228 
(205-
254) 
6,21 
(3,97-
9,72) 
8.560 
(6.220-
11.800) 
_____ 255 
(233-
280) 
103 CH2-
3-
Tienil 
CH2CH2CH3 170 
(145-
199) 
4,51 
(3,25-
6,27) 
8.450 
(6.580-
11.400) 
_____ 3,14 
(2,35-
4,19) 
104 CH2-
β-
naftil 
CH2CH2CH3 160 
(109-
233) 
7,99 
(6,57-
9,71) 
5.370 
(3.490-
8.120) 
_____ 95,9 
(89,7-
103) 
105 CH2-
α-
naftil 
CH2CH2CH3 388 
(256-
587) 
38,7 
(21,5-
69,7) 
12.400 
(8.680-
17.800) 
_____ 17,3 
(14,6-
20,5) 
106 CHPh2 CH2CH2CH2CH3 129 
(92,6-
180) 
114 
(81,3-
159) 
780 
(650-
936) 
11,5 
(8,17-
11,3) 
1,20 
(0,74-
1,94) 
107 CH2-
Ph-Ph 
CH2CH2CH2CH3 381 
(276-
527) 
39,6 
(36,5-
42,9) 
8.630 
(4.810-
15.500) 
_____ 189 
(160-
224) 
108 CH2-
2-
Tienil 
CH2CH2CH2CH3 70,1 
(60,6-
81,1) 
4,15 
(2,16-
7,97) 
1.810 
(1.170-
2.800) 
_____ 99,8 
(81,7-
132) 
109 CH2-
3-
Tienil 
CH2CH2CH2CH3 25,5 
(8,33-
78,2) 
3,13 
(1,59-
6,16) 
906 
(804-
1.020) 
_____ 189 
(170-
212) 
110 CH2-
β-
naftil 
CH2CH2CH2CH3 113 
(106-
122) 
7,94 
(4,32-
14,6) 
3.600 
(2.050-
6.320) 
_____ 174 
(152-
199) 
111 CH2-
α-
naftil 
CH2CH2CH2CH3 170 
(129-
255) 
11,7 
(5,77-
23,8) 
7.370 
(5.000-
10.900) 
_____ 100 
(78,6-
128) 
112 CHPh2 CH2CH2CH(CH3)2 441 
(281-
692) 
159 
(136-
188) 
> 1.000 _____ 5,86 
(3,34-
10,3) 
113 CH2-
Ph-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 84,3 
(80,7-88) 
9,18 
(6,16-
13,7) 
8.960 
(5.880-
12.700) 
_____ 268 
(206-
350) 
114 CH2-
3-Cl-
Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 13,7 
(3,73-
50,4) 
1,86 
(0,99-
3,49) 
1.390 
(990-
1.940) 
_____ 273 
(23-
318) 
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Comp 
R R1 hA1 
(Ki 
nM)a 
hA2A 
(Ki 
nM)b 
hA2B 
IC50nMc 
hA2B 
(Ki 
nM)d 
hA3 
(Ki 
nM)e 
115 CH2-4-
Cl-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 22,6 
(18,1-
28,2) 
2,75 
(1,46-
5,17) 
1.220 
(1.020-
1.470) 
_____ 56,5 
(46,2-69) 
116 CH2-4-
OCH3-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 22,6 
(18,1-
28,1) 
1,95 
(1,01-
3,71) 
1.380 
(730-
2.600) 
_____ 359 
(190-
678) 
117 CH2-2-
Tienil 
CH2CH2CH(CH3)2 20,5 
(14,6-
28,8) 
2,03 
(1,57-
2,63) 
6.090 
(5.140-
7.230) 
_____ 308 
(214-
444) 
118 CH2-3-
Tienil 
CH2CH2CH(CH3)2 31,5 
(24,5-
40,6) 
3,88 
(2,55-
5,89) 
7.460 
(4.980-
11.200) 
_____ 540 
(481-
607) 
119 CH2-β-
naftil 
CH2CH2CH(CH3)2 140 
(75,9-
258) 
15,7 
(11,6-
21,1) 
> 10.000 _____ 409 
(336-
497) 
120 CH2-4-
CF3-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 48,2 
(31,4-
74,2) 
5,43 
(3,66-
8,07) 
5.480 
(4.570-
7.470) 
_____ 266 
(179-
345) 
121 CH2-4-F-
Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 51,8 
(30,5-
88) 
3,69 
(2,40-
5,69) 
5.060 
(3.440-
7.450) 
_____ 116 
(90,9-
148) 
122 CH2-O-
Ph-4-Cl 
CH2CH2CH(CH3)2 155 
(103-
233) 
16,1 
(13,9-
18,7) 
> 10.000 _____ 2.306 
(2.000-
2.660) 
123 CH2-2,6-
Cl2-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 121 
(86,1-
169) 
18,7 
(14,9-
23,4) 
1.440 
(618-
3.350) 
_____ 207 
(146-
295) 
124 CHPh2 CH2CH2Ph 115 
(90,7-
147) 
53,1 
(46,5-
60,8) 
5.840 
(2.920-
11.600) 
_____ 6,49 
(5,14-
8,18) 
125 CH2-Ph-
Ph 
CH2CH2Ph 84,3 
(67,4-
105) 
46,9 
(38,6-
57,1) 
11.100 
(5.110-
24.100) 
_____ 125 
(95,9-
164) 
126 CH2-3-
Cl-Ph 
CH2CH2Ph 13,2 
(11,5-
15,2) 
5,75 
(2,21-
15) 
9.100 
(6600-
12600) 
_____ 273 
(230-
324) 
127 CH2-2-
Tienil 
CH2CH2Ph 18,5 
(16-
21,4) 
8,8 
(6,67-
11,7) 
> 10.000 _____ 330 
(256-
426) 
128 CH2-3-
Tienil 
CH2CH2Ph 22,8 
(16,9-
30,6) 
12,9 
(10,6-
15,7) 
> 10.000 _____ 726 
(578-
912) 
 
 
 
 
 
-39-
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Comp R R1 hA1 
(Ki 
nM)a 
hA2A 
(Ki 
nM)b 
hA2B 
IC50nMc 
hA2B 
(Ki 
nM)d 
hA3 
(Ki 
nM)e 
129 CH2-β-
naftil 
CH2CH2Ph 57,5 
(38,7-
85,5) 
42,1 
(36,2-
48,9) 
> 50.000 _____ 180 
(128-
253) 
130 CH2-O-
Ph-4-Cl 
CH2CH2Ph 199 
(173-
228) 
31,7 
(24,3-
41,5) 
> 100.000 _____ 3251 
(1830-
5770) 
131 CH-Ph2 CH2CH2CH2Ph 307 
(276-
340) 
326 
(192-
553) 
> 10.000 _____ 12,6 
(8,72-
18,3) 
132 CH2-Ph-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 1170 
(1040-
1300) 
256 
(162-
405) 
> 100.000 _____ 410 
(223-
753) 
133 CH2-3-Cl-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 605 
(578-
633) 
182 
(90,7-
366) 
50.000 _____ 110 
(73,6-
164) 
134 CH2-4-Cl-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 256 
(190-
346) 
89,9 
(5,8-
366) 
> 10.000 _____ 30,5 
(20,9-
44,7) 
135 CH2-4-
OCH3-Ph 
CH2CH2CH2Ph 44,8 
(40,3-
49,9) 
8,93 
(5,86-
13,6) 
8.060 
(6.670-
9.730) 
_____ 120 
(108-
133) 
136 CH2-β-
naftil 
CH2CH2CH2Ph 241 
(218-
267) 
73,6 
(48,1-
112) 
> 50.000 _____ 717 
(555-
926) 
137 CH2-4-F-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 726 
(563-
935) 
211 
(145-
308) 
> 50.000 _____ 58,5 
(45,8-
74,7) 
138 CH2-O-
Ph-4-Cl 
CH2CH2CH2Ph 71,1 
(48,3-
105) 
27,2 
(16,6-
44,5) 
> 10.000 _____ 400 
(340-
470) 
139 CH2-2,6-
Cl2-Ph 
CH2CH2CH2Ph 786 
(607-
1000) 
186 
(150-
230) 
> 10.000 _____ 601 
(484-
746) 
 
 
 
a
Spiazzamento di [3H]-CCPA legato al recettore hA1 espresso in cellule CHO, (n=3-6).  
b
Spiazzamento di [3H]-NECA legato al recettore hA2A espresso in cellule CHO.  
c
Valori di IC50 dell’inibizione dell’attività stimolatoria dell’adenilato ciclasi indotta da NECA in recettori hA2B 
espressi su cellule CHO.  
d
Spiazzamento di [3H]-ZM241385 legato al recettore hA2B espresso in cellule in CHO.   
e
Spiazzamento[3H]-NECA legato al recettore hA3 espresso in cellule CHO. I dati sono espressi come media 
geometrica, con limite di confidenza del 95%. 
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La prima osservazione che può essere fatta riguarda il profilo di binding del composto di 
riferimento (45): in questi test abbiamo infatti riscontrato, in contrasto con i risultati riportati 
precedentemente, una sua quasi inattività verso il recettore adenosinico A2B (KihA2B= 2.190 
nM), mentre le affinità verso gli altri sottotipi recettoriali sembrano confermate. 
Tale disparità può essere spiegata con il fatto che la bassa concentrazione del recettore A2B 
umano espressa dalle cellule utilizzate nel primo studio e l’impiego di ligandi poco potenti 
(DPCPX, 2) poteva portare a falsi positivi. 
E’ piuttosto evidente, come osservato anche in studi precedenti, che la presenza di un gruppo 
metilico nella posizione N8 , indipendentemente dalla sostituzione in N5, sembra conferire un 
profilo migliore verso il recettore adenosinico A3, con un valore di affinità nel range 
nanomolare (composti 80-89). L’unica eccezione si ha con l’introduzione di un gruppo 
arilossiacetilico in posizione N5. Infatti, in questo caso, è stata osservata una significativa 
diminuzione di affinità sia verso il recettore hA3, sia verso l’hA2B, con un concomitante 
aumento di affinità verso il sottotipo A2A (composto 90: KihA1= 42 nM; KihA2A= 15,1 nM; 
IC50hA2B> 10.000 nM; KihA3= 692 nM). Si può notare un comportamento simile verso il 
recettore adenosinico hA2A anche nel caso in cui venga introdotto un gruppo tienilico nella 
posizione N5, ma in questo caso l’affinità verso il recettore adenosinico hA3 continua a 
permanere nel range nanomolare (composto 86: KihA1= 461 nM; KihA2A= 31,3 nM; IC50hA2B= 
13.700 nM; KihA3= 1,25 nM). 
Un profilo di binding piuttosto diverso è stato osservato con l’introduzione in posizione N8 di 
gruppi più voluminosi rispetto al metile. Infatti quando a questo livello sono presenti gruppi 
quali etile, propile o n-butile, in combinazione con gruppi arilacetilici in posizione N5, si 
possono osservare diversi valori di affinità, e di conseguenza diverse selettività, verso i 
quattro sottotipi recettoriali adenosinici. In particolare la presenza di un gruppo 2-tienilico o 
3-tienilico in N5 porta ad un significativo aumento nel valore di affinità verso il recettore 
adenosinico hA2A, mentre il valore di affinità verso il recettore hA3 diminuisce 
significativamente: questo comporta quindi una buona selettività verso il sottotipo hA2A 
(composto 109: KihA1= 25,5 nM; KihA2A= 3,13 nM; IC50hA2B= 909 nM; KihA3= 189 nM). 
Un ulteriore aspetto interessante riguarda l’influenza sull’affinità di un gruppo naftilacetilico 
in posizione N5: paragonando gli isomeri α e β è piuttosto evidente che, mentre l’isomero α 
possiede buone potenza e selettività verso il recettore adenosinico hA3 (composto 99: KihA1= 
596 nM; KihA2A= 74,6 nM; IC50hA2B> 50.000 nM; KihA3= 3,05 nM), l’isomero β risulta 
essere più potente verso il sottotipo hA2A (composto 98: KihA1= 185 nM; KihA2A= 18,4 nM; 
IC50hA2B= 10.370 nM; KihA3= 36,3 nM). 
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Nella serie di composti sintetizzati possono essere osservate delle significative differenze di 
affinità quando è presente in posizione N8 una catena ramificata come quella isopentilica. 
Infatti tutti i derivati che presentano questo sostituente in N8, indipendentemente dal gruppo 
presente in N5, mostrano il migliore valore di affinità verso il recettore adenosinico hA2A 
(composto 120: KihA1= 48,2 nM; KihA2A= 5,43 nM; IC50hA2B= 5.480 nM; KihA3= 266 nM), 
con l’eccezione del composto 112 (KihA1= 441 nM; KihA2A= 159 nM; IC50hA2B> 1.000 nM; 
KihA3= 5,86 nM) dove permane una buona affinità per il recettore adenosinico hA3. 
Un comportamento piuttosto simile può essere osservato quando sono legati in posizione N8 
sostituenti voluminosi quali il gruppo feniletilico o fenilpropilico: in generale, con l’eccezione 
dei derivati portanti un sostituente difenilacetilico in N5 (124 e 134), tutti i derivati presentano 
un profilo di binding favorevole per il recettore adenosinico hA2A anche se i livelli di 
selettività osservati sono bassi. 
In contrasto con gli studi precedentemente effettuati, sembra dunque che una combinazione di 
sostituenti ingombranti nelle posizioni N5 e N8 risulti dannosa in termini di affinità verso tutti 
e quattro i sottotipi recettoriali adenosinici e, in particolare, verso il recettore adenosinico 
hA2B (composto 45). 
Risulta invece abbastanza evidente che una combinazione di catene alchiliche piuttosto 
piccole, quali n-propiliche o n-butiliche, in posizione N8, con gruppi difenilacetici nella 
posizione N5, aumenta significativamente l’affinità verso il recettore hA2B, ma la potenza 
verso hA3 continua a restare migliore  (composto 100: KihA1= 80,2 nM; KihA2A= 46,5 nM; 
IC50hA2B= 13,3 nM; KihA3= 0,93 nM; e composto 106: KihA1= 129 nM; KihA2A= 114 nM; 
IC50hA2B= 11,5 nM; KihA3= 1,20 nM). 
Prendendo atto di queste nuove informazioni, e considerando la difficoltà di dare 
significatività a tutti i risultati riportati in Tabella 3.2, abbiamo deciso di razionalizzare ma 
soprattutto interpretare quantitativamente tali dati mediante l’ausilio delle tecniche 
computazionali. 
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3.2.3   Studi di docking 
 
Per tutti i composti sintetizzati per i quali sono riportati dei dati di binding, sono stati 
effettuati studi di docking molecolare grazie all’utilizzo di modelli recettoriali A2A, A2B e A3 
espansi con la metodologia del Ligand Based Homology Modeling. Di seguito sono riportati 
tre esempi di docking  per i modelli recettoriali A3 e A2A, prendendo in considerazione 
composti che presentano rispettivamente buona, intermedia e scarsa interazione con la tasca 
recettoriale. Per quanto riguarda invece il modello A2B viene mostrato solo il composto che 
presenta le caratteristiche migliori di binding. 
 
3.2.3.1 Docking A3 
 
Docking composto 80 (KiA1= 139 nM, KiA2A= 216 nM,  IC50A2B = 363 nM, KiA3= 0,25 nM): 
Il sostituente metilico presente in N8 si va a posizionare in una tasca tra Leu 90 (TM 3), Ile 
268 (TM 7) e Leu 264 (TM 7) con i quali però, come si vede in Figura 3.5, non interagisce. 
  
 
 
Figura 3.5 Conformazione ottenuta dal docking del composto 80 all’interno del sito del 
modello recettoriale hA3 
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Figura 3.5 Continuazione 
 
Il furano si va a posizionare tra la Phe 168 (EC2) e la Phe 182 (TM5), che si dispongono a 
formare una “fessura” con i fenili disposti quasi parallelamente; in questo spazio si colloca 
l’anello furanico che va a contrarre interazioni π-π, andando a stabilizzare il complesso 
ligando-recettore. Il carbonile ammidico instaura un legame idrogeno molto forte con l’His 95 
(TM3) grazie alla buona orientazione del carbonile rispetto al residuo amminoacidico, e con il 
Thr 94 (TM3) più debolmente a causa della notevole distanza. Il bifenile in posizione N5 va 
ad interagire con la parte più bassa della tasca recettoriale che è molto idrofobica; esso 
interagisce con i seguenti amminoacidi: Leu 98 (TM3), Ile 186 (TM5), Thr 94 (TM3), Trp 
243 (TM6), Phe 239 (TM6) e Leu 244 (TM6). 
 
Docking composto 133 (KiA1= 605 nM, KiA2A= 182 nM, K i A2B = 50.000 nM, KiA3= 110 
nM): 
Il gruppo fenilpropilico in N8, come si può vedere in Figura 3.6, non riesce a stare disteso a 
causa della lunghezza della catena alchilica. L’ingombro di questo sostituente in N8 costringe 
dunque lo scaffold a posizionarsi più in basso nella tasca recettoriale.  
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Figura 3.6 Conformazione ottenuta dal docking del composto 133 all’interno del sito del 
modello recettoriale A3. 
 
Il furano va a collocarsi, come avviene in tutti gli altri composti, tra la Phe 168 (EC2) e la Phe 
182 (TM5). Il carbonile contra un legame idrogeno molto forte con la Ser 247 (TM6). Per 
quanto riguarda la sostituzione in N5 il cloro presente sull’anello fenilico in posizione 3 
interagisce con gli amminoacidi Leu 190 (TM5) e Leu 244 (TM6), mentre l’anello fenilico 
interagisce con Ile 98 (TM3), Leu 190 (TM5) e Ile 186 (TM5). 
 
Docking composto 97 (KiA1= 154 nM, KiA2A= 23 nM, K i A2B = 9.370 nM, KiA3= 765 nM): 
Per quanto riguarda la catena etilica in posizione N8, il –CH2 legato allo scaffold non 
interagisce con alcun residuo amminoacidico (come avviene per il gruppo metilico nel 
composto 80), mentre il CH3 contrae interazioni apolari con gli amminoacidi Leu 90 (TM3), 
Leu 91 (TM3) (debole a causa della distanza), Ile 268 (TM7), Leu 264 (TM7), Gln 167 
(EC2), Trp 243 (TM6) (molto debole per la notevole distanza) e Leu 246 (TM6) (Figura 3.7). 
La molecola si posiziona più in alto nella tasca recettoriale rispetto agli altri derivati con una 
catena etilica in posizione N8 (lo si può notare in Figura 3.7 dove la molecola in verde è il 
composto 94 che possiede K1A3= 0,98 nM). 
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Questa collocazione è causata dal carbonile che cerca di andare a formare un ponte idrogeno 
con la Thr 94 (TM3); tale legame però non riesce a formarsi per lo sfavorevole angolo di 
interazione. Il posizionamento del gruppo etilico, come sopra riportato, comporta lo 
spostamento dell’anello furanico dalla posizione ideale per l’interazione con la Phe 168 (EC2) 
e la Phe 182 (TM5). Inoltre il tienile legato allo scaffold tramite un metile in posizione 3, 
interagisce molto poco con gli amminoacidi della cavità recettoriale per la non buona 
complementarietà sterica. L’assenza di ponti idrogeno, la non buona interazione del furano 
con le due Phe e le scarse interazioni del tienile con i residui amminoacidici della tasca 
recettoriale, spiegano lo scarso valore di attività di questo composto. 
Figura 3.7 Conformazione 
ottenuta dal docking del 
composto 97 all’interno del 
sito del modello recettoriale 
A3. 
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3.2.3.1a  Razionalizzazione dei risultati di docking sul recettoreA3 
 
 
 
 
N N
N
N
O
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N
HN
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R
O
 
 
 
 
3.2.3.2  Docking A2A 
 
Docking composto 114 (KiA1= 13,7 nM, KiA2A= 1,86 nM, K i A2B = 1.390 nM, KiA3= 273 
nM): 
Questo composto è il più attivo della serie. Non instaura legami idrogeno con gli amminoacidi 
della tasca recettoriale. Esso tende ad avvicinarsi maggiormente al dominio TM5 così da 
permettere all’anello furanico di dare interazioni migliori, stabilizzando il complesso ligando-
recettore, con Ile 274 (TM7).  
Inoltre si possono osservare interazioni π-π con His 278 (TM7), Val 84 (TM3), Ser 277 
(TM7), Trp 246 (TM6), Leu 249 (TM6) e Leu 167 (EC2) (Figura 3.8). 
 
 
 
E’ importante che il 
sostituente sia piccolo 
(metile, etile o al 
massimo propile) 
Deve avere carattere idrofobico e 
contenere un anello aromatico per 
dare interazioni π-π con Trp 243 
(TM 6) e Phe 242 (TM 6) 
Contrae interazione π-
π con Phe 168 (EC 2) 
e Phe 182 (TM 5) 
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Figura 3.8 Conformazione ottenuta dal docking del composto 114 all’interno del sito del 
modello recettoriale A2A. 
 
Le interazioni con His 278 (TM7) e Trp 246 (TM6) non sono forti per la non ottimale 
orientazione reciproca. Lo scaffold contrae interazioni con gli amminoacidi Leu 167 (EC2), 
Asn 253 (TM6), Trp 246 (TM6) e Leu 249 (TM6). Il gruppo isopentilico in N8 interagisce con 
Val 178 (TM5), Met 177 (TM5) e Phe 182 (TM5). Il fenile presente nel sostituente in 
posizione N5 interagisce debolmente, tramite interazione π-π, con Phe 242 (TM6), Ile 92 
(TM3), Val 186 (TM5) e Leu 190 (TM5). Il cloro presente in posizione meta sull’anello 
fenilico invece interagisce con Leu 247 (TM6). 
La diminuzione della forza di interazione dell’isopentile assieme alla miglior interazione 
dell’anello furanico e del sostituente in N8, con le rispettive porzioni recettoriali, stabilizzano 
il complesso portando ad un aumento di attività rispetto agli altri derivati sintetizzati.   
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Docking composto 91 (KiA1= 963 nM, KiA2A= 39,3 nM, K i A2B >10.000 nM, KiA3= 223 
nM): 
Lo scaffold si dispone parallelamente al secondo loop extracellulare, ma in modo leggermente 
sfalsato. Il carbonile in posizione N5 si orienta in modo da formare un forte ponte idrogeno 
con His 250 (TM6) (Figura 3.9). 
 
 
 
 
Figura 3.9 Conformazione ottenuta dal docking del composto 91 all’interno del sito del 
modello recettoriale A2A. 
 
Il furano interagisce con gli amminoacidi Trp 246 (TM6), Leu 249 (TM6), Val 84 (TM3), Ser 
277 (TM7), Ile 274 (TM7) e Leu 167 (EC2). Lo scaffold invece con Leu 167 (EC2), Phe 168 
(EC2) e Leu 249 (TM6). Il gruppo metilico in posizione N8 non dà alcun tipo di interazione. Il 
sostituente legato allo scaffold in N5 interagisce con Phe 242 (TM6), Ile 92 (TM3), Leu 190 
(TM5) e Val 186 (TM5). 
Le interazioni idrofobiche che l’anello furanico contrae con gli amminoacidi della tasca 
recettoriale sono forti e possono spiegare il buon valore di affinità. 
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Docking composto 80 (KiA1= 139 nM, KiA2A= 216 nM, IC50 A2B = 29,1 nM, KiA3= 0,25 
nM): 
L’anello furanico instaura deboli interazioni con il Trp 246 (TM6) a causa della non buona 
orientazione. Esso inoltre interagisce idrofobicamente con Leu 85 (TM3), Val 84 (TM3) e 
Leu 167 (EC2) (Figura 3.10). 
 
 
 
Figura 3.10 Conformazione ottenuta dal docking del composto 80 all’interno del sito del 
modello recettoriale A2A. 
 
La restante parte dello scaffold si dispone parallelamente al secondo loop extracellulare 
contraendo interazioni con Phe 168 (EC2) e Leu 249 (TM6). Il sostituente bifenilico in N5 
instaura interazioni idrofobiche con gli amminoacidi della porzione più bassa della tasca 
recettoriale quali Trp 246 (TM6), Thr 88 (TM3), Phe 242 (TM6), e interazioni tipo π-π deboli 
(per la non buona orientazione) con Leu 247 (TM6), Leu 190 (TM5), His 250 (TM6) e Val 
186 (TM5). Interagisce anche con Gln 89 (TM3). Il gruppo metilico presente in N8 non 
interagisce con alcun amminoacido, come visto per i recettori A3. Il carbonile in posizione N5 
forma un ponte idrogeno con His 250 (TM6), come il composto 91, ma di intensità inferiore 
tale da giustificare, assieme alle minori interazioni dell’anello furanico, la diminuita affinità. 
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3.2.3.2a  Razionalizzazione risultati di docking sul recettoreA2A 
 
 
 
N N
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3.2.3.2b  Orientamento e interazioni antagonisti nei modelli recettoriali A2A 
e A3 
 
Lo scaffold all’interno delle due tasche recettoriali viene orientato in modo diverso; nel 
modello A3 il furano si orienta verso TM5, mentre nel modello A2A è orientato verso TM7. 
Nel modello A2A poi l’anello furanico contrae interazioni deboli, mentre nel recettore A3 
instaura interazioni π-π con Phe 168 (EC2) e Phe 182 ( TM5) stabilizzando il complesso. Il 
carbonile della porzione carbamoilica in posizione N5 nel recettore A3 contrae due ponti 
idrogeno, uno con Thr 94 (TM3) e uno con His 95 (TM3), mentre nel recettore A2A il ponte 
idrogeno si instaura tra il carbonile e His 250 (TM6). Lo scaffold presenta interazioni 
idrofobiche in entrambi i casi, stabilizzando il complesso con una forza molto simile. La 
discriminante dell’attività di un derivato verso il recettore A2A o A3 è la lunghezza della catena 
carboniosa presente in posizione N8: un suo aumento porta a diminuzione di attività verso il 
sottotipo recettoriale A3 e aumento verso A2A , e viceversa. 
 
 
All’aumentare della 
catena aumenta 
l’attività 
dell’antagonista 
Contrae interazione 
π-π con Phe 168 (EC 
2) e Phe 182 (TM 5) 
 
Deve avere carattere idrofobico e 
contenere un anello aromatico per 
dare interazioni π-π con Trp 243 (TM 
6) e Phe 242 (TM 6) 
Va a posizionarsi in 
una zona molto 
idrofobica del sito di 
legame 
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3.2.3.3  Docking A2B 
 
I derivati sintetizzati non mostrano una distribuzione spaziale longitudinale ma si sviluppano 
sia in altezza che in lunghezza (Figura 3.11), caratteristica diversa rispetto agli antagonisti 
A2B studiati fino a questo momento con i modelli recettoriali. I composti che mostrano una 
buona affinità verso A2B non sono molti, e sono 2-(2-furan)-N8-difenilmetil-pirazol-triazol 
derivati caratterizzati da differenti sostituzioni in N5. 
 
 
Figura 3.11 Distribuzione spaziale del composto 80 
 
Ho preso in considerazione il derivato che ha mostrato il miglior valore di affinità verso 
questo sottotipo recettoriale. 
 
Docking composto 106 (KiA1= 129 nM, KiA2A= 114 nM, IC50 A2B = 11,5 nM, KiA3= 1,20 
nM): 
E’ il composto che presenta il profilo migliore (Ki= 11,5 nM). Il nucleo triciclico si dispone 
nella cavità recettoriale fra gli amminoacidi chiave Asn 254 (TM6) e Asn 186 (TM5) e tra 
Phe 173 (EC2) e His 251 (TM6). Si evidenziano anche legami a idrogeno tra l’atomo di azoto 
del triazolo con Asn 254 (TM6) e tra l’atomo di azoto della piridina con Asn 186 (TM5). Si 
nota anche la presenza di un ulteriore legame a idrogeno tra Asn 186 (TM5) e l’ossigeno 
ammidico (Figura 3.12). 
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Figura 3.12 Conformazione ottenuta dal docking del composto 58 all’interno del sito del 
modello molecolare del sottotipo A2B. 
 
Il residuo alchilico trova difficoltà a disporsi nella tasca recettoriale, ma trova alcune 
conformazioni che ne permettono l’inserimento. Il gruppo difenilmetilico va a instaurare 
interazioni idrofobiche con Val 191 (TM5), Ile 136 (TM4), Gln 90, Thr 89 (TM3), Cys 190 
(TM5) e Phe 243 (TM6). Si possono poi notare interazioni tra il sostituente in N8 n-butilico 
con i residui amminoacidici Val 183 (TM5), Phe 187, Leu 258 (TM6) e Phe 173 (EC2). 
L’anello furanico interagisce con Leu 172 (EC2) e Trp 247 (TM6). 
 
3.2.3.3a  Razionalizzazione risultati di docking sul recettoreA2B 
Non è stato possibile trarre delle conclusioni da un numero così limitato di composti affini per 
questo modello recettoriale; tuttavia in tutte le “pose” è emersa una stessa orientazione dei 
nuclei triciclici di queste strutture, e soprattutto si sono verificati legami idrogeno con gli 
stessi residui amminoacidici che durante l’intero lavoro sono risultati essere determinanti. 
Per poter scendere più in dettaglio bisognerà ottenere nuovi derivati che possano aiutare a 
razionalizzare l’interazione di questa serie di composti con la tasca recettoriale del modello 
A2B.  
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3.2.4  Risultati e discussione composti 140-146 
 
Per quanto riguarda invece i composti 140-146 i dati di binding sono riportati in tabella 3.3. 
Risulta estremamente difficile discutere dei risultati razionalmente su una serie di composti 
così limitata. 
Ciò che si può osservare è come l’introduzione di una catena ingombrante di tipo arilico in 
posizione 5, in presenza di un gruppo di piccole dimensioni come un metile in N8, porti ad 
una certa attività verso A2A (142, 145), A2B (142, 145) e A3 (140, 141, 143, 144).  
Un altro aspetto interessante è dato dai dati relativi al composto di riferimento (146). 
Tale derivato risulta inattivo verso tutti i recettori adenosinici tranne il sottotipo A3 per il 
quale presenta attività nel range micromolare (6,4 µM).  
L’attività di tale composto, pur non essendo elevata, ci porta a ipotizzare che sia possibile 
sintetizzare composti strutturalmente più semplici che possano presentare attività nei 
confronti dei recettori adenosinici. 
 
 
Comp R hA1 
(Ki nM) 
hA2A 
(Ki nM) 
hA2B 
IC50nM 
hA3 
(Ki nM) 
140 4-Cl 1,710 
(1,500-1,970) 
2,520 
(2,030-3,120) 
>30,000 25.5 
(13-49.8) 
141 H 2,640 
(2,200-3,180) 
233 
(205-265) 
12,900 
(11,100-
15,100) 
29.4 
(14.8-58.1) 
142 3-CH3 475 
(380-594) 
25.1 
(18.2-34.7) 
1,630 
(1,190-2,240) 
568 
(422-765) 
143 2,6-Cl2 1,680 
(1,480-1,900) 
281 
(221-357) 
17,800 
(12,600-
25,200) 
35.3 
(17.8-70) 
144 3-Cl 1,980 
(1,890-2,070) 
278 
(235-329) 
10,400 
(8,900-12,200) 
9.93 
(6.35-15.5) 
145 4-CH3 468 
(366-598) 
25.7 
(23.6-28) 
2,070 
(1,590-2,710) 
550 
(473-641) 
146 - >100,000 >100,000 >100,000 6,480 
(5,080-
8,270) 
 
 
Tabella 3.3 
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3.2.5  Conclusioni e prospettive  
 
In conclusione, i risultati presentati in questo lavoro di tesi hanno permesso di confermare 
alcune caratteristiche strutturali dei sostituenti nelle posizioni N5 ed N8 del nucleo pirazolo-
triazolo-pirimidinico indispensabili per ottenere affinità e selettività nei confronti dei recettori 
adenosinici A2A e A3. Per entrambi i sottotipi recettoriali è stata sottolineata la necessità di un 
sostituente idrofobico con un anello aromatico in posizione N5. Per quanto riguarda il 
sostituente in posizione N8 si nota una crescente attività antagonista verso i sottotipi 
recettoriali A2A e A3 con l’introduzione rispettivamente di catene (aril)alchiliche di dimensioni 
crescenti e di piccole catene alchiliche quali metiliche, etiliche o al massimo propiliche. 
Analizzando i risultati ottenuti relativi al sottotipo recettoriale A2B pare evidente che la 
presenza di sostituenti ingombranti sia in posizione N5 che N8 non sia favorevole per 
l’interazione con A2B contrariamente a quanto precedentemente riportato. 
Anche nel caso in cui vi siano sostituenti ingombranti in N8 e contemporaneamente un gruppo 
amminico libero in 5 non si ha attività verso il recettore A2B ma piuttosto verso A2A. 
Quando in N8 è presente un gruppo metilico, la presenza di catene ingombranti in N5 invece 
migliora la potenza verso A2B ma con scarsi risultati per quanto riguarda la selettività. 
Sulla base di queste informazioni sembra quindi difficile riuscire ad ottimizzare i sostituenti 
nelle posizioni N5 ed N8 al fine di ottenere derivati sia potenti che selettivi verso il recettore 
umano A2B.  
Effettuando una sovrapposizione molecolare fra il composto 94 e il potente A2B antagonista 
noto CVT 6883 (13) (Figura 3.13), evidenzia come il sostituente presente sul derivato 
xantinico in posizione 8 vada a posizionarsi in corrispondenza del furano del derivato 
pirazolo-triazolo-pirimidinico. 
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Figura 3.13 Sovrapposizione composti 94 (in viola) e CVT 6883, 13 (in verde) 
 
Sarà quindi oggetto di studio la sostituzione del furano con la catena presente sul CVT 6883 
in posizione 8 e contemporaneamente una riconsiderazione di possibili sostituzioni (più o 
meno ingombranti) nelle posizioni N5 e N8, come schematizzato in Figura 3.14. 
 
Per quanto riguarda il derivato di riferimento 146 è necessario uno studio approfondito in 
merito al risultato ottenuto attraverso lo studio di altri composti a struttura semplificata. 
Evidenti vantaggi, che si avrebbero se tali composti risultassero buoni antagonisti, sono 
estrema semplicità di sintesi (con conseguente riduzione dei tempi e dei costi), assenza del 
furano metabolicamente instabile, presenza di pochi atomi di azoto e buona solubilità in 
acqua. 
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Figura 3.14 Schema nuova ottimizzazione antagonisti adenosinici A2B
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   3.3   Effetto del sostituente in N5 su affinità e selettività 
    
    3.3.1  Scopo 
 
I risultati ottenuti attraverso questi studi sembrano suggerire che il tipo di legame presente 
nella posizione N5 dei derivati pirazolo-triazolo-pirimidinici giochi un ruolo fondamentale 
nel riconoscimento recettoriale. Allo scopo di evidenziare il ruolo di tale legame su affinità 
e selettività nei confronti dei 4 recettori adenosinici, abbiamo dunque deciso di sintetizzare 
due nuovi composti pirazolo-triazolo-pirimidinici caratterizzati da una funzione benzoilica 
(147) e una benzensolfonammidica (148) in N5. Tali derivati sono poi stati saggiati sui 
recettori adenosinici insieme ai due composti già noti 36 e 44 e i risultati ottenuti sono stati 
analizzati tramite studi di docking. 
 
 
 
3.3.2  Risultati e discussione 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comp. R hA1  
(Ki nM) 
hA2A  
(Ki nM) 
hA2B  
(Ki nM) 
hA3  
(Ki nM) 
36 CONHPh 310  
(295-327) 
27.7  
(13.3-57.8) 
3,440  
(2,880-4,110) 
1.80  
(0.88-3.68) 
44 COCH2Ph 1,040  
(864-1,260) 
282  
(201-375) 
12,620  
(9,730-16,400) 
0.92  
(0.80-1.06) 
147 COPh 2,030  
(1,710-2,400) 
879  
(643-1,200) 
>30,000 15.7  
(7.85-31.5) 
148 SO2Ph 20,700  
(16,700-25,700) 
6,060  
(5,170-
7,110) 
>30,000 744  
(534-1,040) 
 
Tabella 3.4 
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Contrariamente a quanto avviene con le funzioni fenilacetiche (44) o fenil-carbamoiliche 
(36), l’introduzione di un’ammide di piccole dimensioni (147), porta ad una perdita di 
potenza, più o meno significativa, verso tutti i recettori adenosinici ma viene conservata 
una certa selettività. 
Invece la presenza di una funzione benzensolfonammidica in posizione N5 (148) induce 
una sostanziale perdita, di entità nettamente superiore rispetto al derivato 147, sia di 
potenza che selettività verso tutti i recettori adenosinici. 
Sono stati successivamente condotti degli studi di docking sul modello del recettore hA3 
per identificare l’ipotetico sito di binding in modo da razionalizzare la relazione struttura-
attività di tali derivati. 
Come si può osservare dalla figura 3.15 per i composti 34, 44, 147 si hanno le medesime 
interazioni all’interno della tasca recettoriale evidenziando uno stesso modello 
farmacoforico che è perfettamente in accordo con studi riportati precedentemente. 125, 149-
153
  
In particolare possiamo osservare come il sostituente presente in posizione 5 sia orientato 
verso l’ambiente intracellulare e il fenile vada a collocarsi in una tasca costituita da 
amminoacidi idrofobici. L’ossigeno del gruppo carbonilico contrae invece legami idrogeno 
con due residui amminoacidici, His 95 e Ser 247 i quali, come visto in precedenza, 
risultano critici per il riconoscimento recettoriale. 
Per quanto riguarda invece il derivato benzensolfonammidico (148) si può notare come 
questo si posizioni in modo completamente diverso all’interno della tasca recettoriale 
(figura 3.16). 
Infatti il sostituente in posizione 5 si orienta verso i domini transmembrana TM3 e TM7 
collocandosi nella regione dove, negli altri derivati, si posizionava il furano. 
Evidentemente il maggior ingombro sterico e la rigidità tetraedrica della funzione 
benzensolfonammidica ne impediscono il corretto collocamento. Tale posa risulta dunque 
l’unica possibile per tale derivato ed è energeticamente meno stabile rispetto alle pose 
degli altri composti: ciò probabilmente spiega la riduzione di potenza. 
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Figura 3.15 Docking dei composti 34, 44, 147 
 
 
Figura 3.15 Docking dei composti 34, 44, 147 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.16 Docking del composto 148 
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3.3.3  Conclusioni  
 
Questo studio ha dunque permesso di ottenere un nuovo potente A3 antagonista a struttura 
pirazolo-triazolo-pirimidinica (147) e ha inoltre permesso di chiarire il ruolo del legame in 
N5 su affinità e selettività. E’ stata infatti confermata l’importanza di un sostituente di tipo 
acilico, ammidico o carbamoilico ai fini di avere affinità verso A3; il gruppo carbonilico di 
tali funzioni instaura infatti interazioni fondamentali per il riconoscimento cellulare, come 
già descritto in studi precedenti. 
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3.4  Chimica 
I composti da noi progettati (63-145, 147, 148) (Tabella 3.5) sono stati sintetizzati 
seguendo la procedura, ampiamente conosciuta, per la sintesi delle pirazolo[4,3-e]-
1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidine come riassunto nello schema sottostante.154 Per 
alchilazione del 5-ammino-4-cianopirazolo (149), in presenza di NaH in DMF, con 
l’opportuno alogenuro alchilico si ottiene una miscela inseparabile di due 
regioisomeri (150-155, 150a-155a) in rapporto N1-N2 pari a 1:4. (Schema 3.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schema di sintesi 3.1 
 
 
Per successivo riscaldamento a riflusso con trietilortoformiato si ottengono i corrispondenti 
imminoeteri (156-161, 156a-161a) i quali, per reazione con l’idrazide dell’acido furoico in 2-
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metossietanolo e successiva ciclizzazione termica in difeniletere a 260° C, generano le 
pirazolo-triazolo-pirimidine. Mediante flash cromatografia vengono separati i due 
regioisomeri N7 (minor quantità) e N8 (prodotto predominante, 162-167). Per idrolisi con HCl 
al 10% in diossano, si ottengono gli amminotriazoli (168-173), i quali per reazione con 
cianammide, in presenza di acido p-toluensolfonico in 1-metil-2-pirrolidone, a 140° C, 
portano alle 5-ammino pirazolo-triazolo-pirimidine (174-179) con buona resa.155 
Nel caso dei composti caratterizzati da un gruppo metilico in N8 la procedura vista 
precedentemente non è conveniente a causa della bassa resa di N8-metil-pirazolo-triazolo-
pirimidina: il rapporto N1-metile/ N2-metile è in questo caso infatti circa 1:1 con conseguente 
perdita del 50% di prodotto. 
Per ottimizzare questo step si è cercato così di sintetizzare in maniera regioselettiva il 
pirazolo-N2-metile. Tale approccio, noto in letteratura, è possibile tramite protezione della 
metil-idrazina (180) con benzaldeide (181), reazione che porta alla formazione del benziliden 
derivato (182) il quale, tramite reazione con etossimetilenmalononitriile dà origine al derivato 
183 che, tramite deprotezione in etanolo con HCl concentrato, ciclizza formando il composto 
desiderato  (184, schema 3.2).156,157 
 
 
Schema di sintesi 3.2 
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Dopo aver ottenuto il regioisomero desiderato, si procede con le reazioni precedentemente 
riportate ottenendo il derivato 185 ( 5-ammino-N8-metil pirazolo-triazolo-pirimidina) in 
buona resa.  
I composti caratterizzati da funzioni di tipo ureidico in N5 (63, 64, 66, 74-79) sono stati 
preparati tramite reazione dell’appropriata acilazide (186-194), ottenuta dalla forma 
commerciale del rispettivo acido e difenilfosforilazide (DPPA),158 e il nucleo N8-metil 
pirazolo-triazolo-pirimidinico già noto (185)156,157 in diossano anidro a riflusso per 18 ore. In 
queste condizioni l’acilazide dà origine, tramite riarrangiamento di Curtius,159 all’appropriato 
isocianato il quale reagisce con la funzione amminica del nucleo dando i composti finali (63, 
64, 66, 74-79), (schema 3.3). 
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Schema di sintesi 3.3 
186-194 
DPPA 
185 
63, 64, 66 
74-79 
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Schema di sintesi 3.4 
 
I derivati piridinici cloridrati (38, 65, 67) sono stati preparati tramite trattamento della base 
libera (63, 64, 66) per 30 minuti a 0˚C in metanolo saturato con HCl gassoso. 
 
I derivati N-metil piridinici (68-70) ed N-ossidi (71-73) sono stati ottenuti tramite trattamento 
degli analoghi piridinici (63, 64, 66) con metil-ioduro o acido 3-cloro perbenzoico, 
rispettivamente, in condizioni standard. 
I prodotti invece caratterizzati da funzioni di tipo acilico in N5 (80-145, 147, 148) sono stati 
preparati per acilazione dei nuclei pirazolo-triazolo-pirimidinici (174-179, 185) con 
l’appropriato arilacetilcloruro (1,3 eq) in THF anidro, in presenza di trietilammina (1,3 eq.) o 
piridina in alcuni casi a riflusso per circa 18 ore. Quando il cloruro acilico non era disponibile 
commercialmente, è stato preparato mediante reazione del corrispondente acido con cloruro di 
38, 65, 67 
68-70 
71-73 
63, 64, 66 
3.Pirazolo-Triazolo-Pirimidine  
             
- 81 -
tionile in eccesso, in presenza di una quantità catalitica di dimetilformammide a temperatura 
ambiente per 2 ore. (Schema 3.5) 
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Schema di sintesi 3.5 
 
I prodotti ottenuti sono stati purificati mediante flash cromatografia e caratterizzati mediante 
spettroscopia IR, 1H-NMR e punto di fusione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
R = -CH3; -C2H5; -nC3H7;  
       -nC4H9; -CH2CH2CH(CH3)2; 
       -CH2CH2Ph; -CH2CH2CH2Ph.  
RCOCl/ PhSO2Cl 
 TEA/piridina 
174-179, 185 80-145, 147, 148 
3.Pirazolo-Triazolo-Pirimidine  
             
- 82 - 
 
 
 
 
N° R’ R N° R’ R 
63 CONH-4-piridil CH3 71 CONH-4-N-O-piridil CH3 
38 CONH4-piridil x HCl CH3 72 CONH-3-N-O-piridil CH3 
64 CONH-3-piridil CH3 73 CONH-2-N-O-piridil CH3 
65 CONH-3-piridil x HCl CH3 74 CONH-2-furil CH3 
66 CONH-2-piridil CH3 75 CONH-3-furil CH3 
67 CONH-2-piridil x HCl CH3 76 CONH-2-benzofuril CH3 
68 CONH-4-N-CH3-piridil 
I- 
CH3 77 CONH-2-benzopiridil CH3 
69 CONH-3-N-CH3-piridil 
I- 
CH3 78 CONH-2-
(5CH3)tiofenil 
CH3 
70 CONH-2-N-CH3-piridil 
I- 
CH3 79 CONH-3-
(2CH3)tiofenil 
CH3 
45 COCH2-α-naftil CH2CH2CH2Ph 90 COCH2-O-Ph CH3 
80 COCHPh2 CH3 91 COCH2-O-Ph-4-Cl CH3 
81 COCH2-Ph-Ph CH3 92 COCH2-4-F-Ph CH3 
82 COCH2-3-Cl-Ph CH3 93 COCH2-2,6-Cl2-Ph CH3 
83 COCH2-4-Cl-Ph CH3 94 COCHPh2 CH2CH3 
84 COCH2-4-OCH3-Ph CH3 95 COCH2-Ph-Ph CH2CH3 
85 COCH2-2-tienil CH3 96 COCH2-2-tienil CH2CH3 
86 COCH2-3-tienil CH3 97 COCH2-3-tienil CH2CH3 
87 COCH2-β-naftil CH3 98 COCH2-β-naftil CH2CH3 
88 COCH2-α-naftil CH3 99 COCH2-α-naftil CH2CH3 
89 COCH2-4-CF3-Ph CH3 100 COCHPh2 CH2CH2C
H3 
N N
N
N
N
N
O
HN
R
R'
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Tabella 3.5
N° R’ R N° R’ R 
101 COCH2-Ph-Ph CH2CH2CH3 126 COCH2-3-Cl-Ph CH2CH2Ph 
102 COCH2-2-tienil CH2CH2CH3 127 COCH2-2-tienil CH2CH2Ph 
103 COCH2-3-tienil CH2CH2CH3 128 COCH2-3-tienil CH2CH2Ph 
104 COCH2-β-naftil CH2CH2CH3 129 COCH2-β-naftil CH2CH2Ph 
105 COCH2-α-naftil CH2CH2CH3 130 COCH2-O-Ph-4-
Cl 
CH2CH2Ph 
106 COCHPh2 CH2CH2CH2CH3 131 COCH-Ph2  CH2CH2CH2Ph 
107 COCH2-Ph-Ph CH2CH2CH2CH3 132 COCH2-Ph-Ph CH2CH2CH2Ph 
108 COCH2-2-tienil CH2CH2CH2CH3 133 COCH2-3-Cl-Ph CH2CH2CH2Ph 
109 COCH2-3-tienil CH2CH2CH2CH3 134 COCH2-4-Cl-Ph CH2CH2CH2Ph 
110 COCH2-β-naftil CH2CH2CH2CH3 135 COCH2-4-OCH3-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 
111 COCH2-α-naftil CH2CH2CH2CH3 136 COCH2-β-naftil CH2CH2CH2Ph 
112 COCHPh2 CH2CH2CH(CH3)2 137 COCH2-4-F-Ph CH2CH2CH2Ph 
113 COCH2-Ph-Ph CH2CH2CH(CH3)2 138 COCH2-O-Ph-4-
Cl 
CH2CH2CH2Ph 
114 COCH2-3-Cl-Ph CH2CH2CH(CH3)2 139 COCH2-2,6-Cl2-
Ph 
CH2CH2CH2Ph 
115 COCH2-4-Cl-Ph CH2CH2CH(CH3)2 140 COCH2PhOCH2 
(4-Cl)Ph 
CH3 
116 COCH2-4-
OCH3-Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 141 COCH2PhOCH2P
h 
CH3 
117 COCH2-2-tienil CH2CH2CH(CH3)2 142 COCH2PhOCH2 
(3-CH3)Ph 
CH3 
 
118 COCH2-3-tienil CH2CH2CH(CH3)2 143 COCH2PhOCH2 
(2,6-Cl2)Ph 
CH3 
119 COCH2-β-naftil CH2CH2CH(CH3)2 144 COCH2PhOCH2 
(3-Cl)Ph 
CH3 
120 COCH2-4-CF3-
Ph 
CH2CH2CH(CH3)2 145 COCH2PhOCH2 
(4-CH3)Ph 
CH3 
121 COCH2-4-F-Ph CH2CH2CH(CH3)2 147 COPh CH3 
122 COCH2-O-Ph-4-
Cl 
CH2CH2CH(CH3)2 148 SO2Ph CH3 
123 COCH2-2,6-Cl2-
Ph 
CH2CH2CH(CH3)2    
124 COCHPh2 CH2CH2Ph    
125 COCH2-Ph-Ph CH2CH2Ph    
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 CAPITOLO 4: ANTAGONISTI A STRUTTURA SEMPLIFICATA 
 
 
4.1 Introduzione 
 
Nonostante il nostro gruppo di ricerca si sia interessato molto al nucleo pirazolo-triazolo-
pirimidinico, tali composti triciclici presentano diverse caratteristiche che ne limitano il 
potenziale impiego terapeutico; sono infatti caratterizzati da un elevato peso molecolare, una 
scarsa solubilità in acqua e una sintesi piuttosto difficoltosa e complessa. 
Per ovviare a tali problematiche, che non permettono l’impiego di tali composti a scopo 
terapeutico, la ricerca si sta sempre più orientando verso la sintesi di composti caratterizzati 
da una struttura semplificata. 
A tal riguardo il nostro gruppo di ricerca si è occupato in questi anni sia di classi di composti 
già noti in letteratura, come i derivati adeninici, sia di nuove classi derivanti da una 
semplificazione strutturale del nucleo pirazolo-triazolo-pirimidinico quali le triazolo-triazine e 
le triazolo-pirimidine. 
 
 
 
 
4.2 Adenine polisostituite quali antagonisti adenosinici 
 
4.2.1  Scopo 
Tra i derivati noti a struttura semplificata rispetto alle pirazolo-triazolo-pirimidine sono 
presenti anche le adenine: come già detto nella fase introduttiva, sono infatti noti in letteratura 
alcuni derivati adeninici quali antagonisti per i recettori adenosinici. Tuttavia non si è ancora 
riusciti a stabilire con chiarezza l’importanza di determinati sostituenti a livello delle 
posizioni 2, 8 e 9 del nucleo adeninico al fine di avere affinità e discriminare fra i diversi 
sottotipi recettoriali adenosinici.160-162 
Allo scopo quindi di ottenere nuovi possibili antagonisti adenosinici caratterizzati da una 
struttura semplificata, abbiamo preso in considerazione tre templati adeninici (195-197), che 
presentavano dei dati di binding interessanti e abbiamo pensato di approfondire tali studi 
preliminari. 
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Possiamo innanzitutto osservare come i derivati 196 e 197, caratterizzati dalla posizione 8 
libera, presentino un grado di affinità nel range µM verso quasi tutti i sottotipi recettoriali 
adenosinici; l’unica eccezione è data dal derivato 196 che risulta inattivo verso il recettore 
hA3.  E’ dunque plausibile ipotizzare che il cloro in posizione 2 possa influire positivamente 
sull’affinità verso tale recettore in particolare. 
Il derivato 195, caratterizzato dalla presenza di un furano in posizione 8, mostra invece buoni 
valori di affinità verso i recettori hA1 e hA2A e discreti verso hA2B nel range nM. Verso hA3 
risulta invece meno potente restando comunque in un range µM.  
Tali derivati mancano tuttavia di selettività. 
Partendo quindi da queste interessanti premesse abbiamo cercato di ottenere dei derivati più 
potenti e selettivi, operando opportune sostituzioni a livello del gruppo amminico libero in 
posizione 6.  
In particolare abbiamo pensato di inserire sostituenti analoghi a quelli presenti nella posizione 
5 di alcuni derivati pirazolo-triazolo-pirimidinici, quali funzioni di tipo fenilcarbamoilico o 
fenilacetilico; in questa classe di composti tali sostituenti avevano infatti determinato un 
miglioramento del profilo di binding consentendo inoltre una buona discriminazione 
recettoriale.  
Inoltre poichè fra gli A2B antagonisti noti in letteratura, vi è anche il dervato xantinico 
MRS1754 (47) che presenta elevata potenza e selettività verso tale sottotipo recettoriale e 
considerata la similitudine tra il nucleo xantinico e il nucleo adeninico, sono state utilizzate 
catene analoghe a quella presente in posizione 8 del derivato MRS1754 per inserirle nella 
posizione 8 del nucleo adeninico. 
 
N
N N
N
NH2
8
2
6
 
196 
hA1 = 24,300 nM 
hA2A = 5,100 nM 
hA2B = 22,066 nM 
hA3 = > 100,000 nM 
 
195 
hA1 = 62.3 nM 
hA2A = 7.47 nM 
hA2B = 786 nM 
hA3 = 6,419 nM 
 
197 
hA1 = 8,370 nM 
hA2A = 2,231 nM 
hA2B = 11,000 nM 
hA3 = 26,800 nM 
 
N
N N
N
O
NH2
 
N
N N
N
NH2
Cl
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Le serie sintetizzate sono dunque le seguenti: 
 
• 9-propiladenine (198-205); 
• 8-fenil-9-metiladenine (206-218); 
• 8-furil-9-metiladenine (219-225). 
 
N
N N
N
HN
O
R
R'
Br
O
X
R =
R' = H, Cl
X = H, Br, CH3, OCH3
 
 
N
N N
N
NH2 R'
O
R =
R' = H, F, CH3, C(CH3)3, COOEt, COOH
OR
NHR''
O
R'' = Ph, 4IPh, 4FPh, 4CH3Ph, 4NO2Ph, 2,6(CH3)2Ph
 
N
N N
N
HN
R = NHPh, NHPh-4CH3, CH2Ph, CHPh2, Ph-4Ph, 
       Ph-4(OCH2Ph), Ph-    4(OCH3Ph(4CH3))
O
O
R
 
 
Attraverso tale studio ci proponiamo inoltre di capire se il furano possa influire in modo 
positivo sull’affinità di legame; tale sostituente, presente anche in altri derivati adeninici noti 
(16), risulta infatti di fondamentale importanza ai fini dell’affinità recettoriale nella classe 
delle pirazolo-triazolo-pirimidine.  
198-205 
206-218 
219-225 
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Può essere inoltre interessante valutare un possibile effetto sinergico dei sostituenti nelle 
diverse posizioni del nucleo adeninico. 
Questo lavoro è uno screening preliminare che ha l’utilità di capire quali posizioni e 
sostituzioni nel nucleo adeninico favoriscano il legame e verso quali sottotipi recettoriali 
adenosinici, in modo da poter poi progettare studi futuri più mirati.  
 
 
4.2.2 Chimica 
4.2.2a   9-Propiladenine (198-205) 
Tramite la propilazione dell’adenina commerciale (226) si ottiene il derivato 196. Invece, per 
ottenere il derivato con il cloro in posizione 2 (197), si parte dalla 2,6-dicloropurina (227, 
disponibile in commercio) che viene sottoposta a propilazione e l’intermedio così ottenuto 
(228) si pone in sistema chiuso con ammoniaca (schema 4.1). 
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Cl Cl
N
N N
N
NH2
Cl
 
 
Schema di sintesi 4.1 
 
I derivati 196 e 197 vengono quindi fatti reagire con gli appropriati acidi fenilacetici o 
benzilossi fenilacetici, ottenendo i composti desiderati (schema 4.2)(198-205). 
 
226 196 
227 228 197 
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R = 4BrPhCH2-                         202
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R = PhCH2OPhCH2-           204
R = CH3OPhCH2OPhCH2-  205
196
197
 
Schema di sintesi 4.2 
 
 
 
4.2.2b   8-(4-idrossifenil)-9-metiladenine para sostituite (206-218) 
 
Facendo reagire la 5-ammino-4,6-dicloropirimidina commerciale (229) con la metilammina si 
ottiene il derivato 230. Da quest’ultimo, con p-idrossi aldeide, si arriva al derivato 231 che per 
successivo trattamento con ammoniaca dà il composto 206 (schema 4.3). 
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Schema di sintesi 4.3 
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Per ottenere i derivati desiderati 207-211 si addizionano al composto 206 gli opportuni 
bromuri arilachilici. Quindi, per idrolisi basica dell’etilestere (211) si ottiene l’acido 
corrispondente (212) che, trattato con diverse ammine, porta ai derivati 213-218 (schema 4.4). 
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Schema di sintesi 4.4 
 
 
4.2.2c   8-furil-9-metiladenine (219-225) 
 
Per metilazione dell’adenina si forma l’intermedio 232. Dopo risoluzione degli isomeri, il 
composto 232 viene bromurato (233) e trattato con tributilstannilfurano, ottenendo così il 
derivato 195 (schema 4.5).  
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Schema di sintesi 4.5 
 
Le reazioni successive sono poi state effettuate sul gruppo amminico libero di quest’ultimo 
(195), e si sono ottenuti composti ureidici o ammidici. 
Le uree sono state ottenute tramite reazione con gli appropriati isocianati (219, 220), mentre i 
derivati ammidici sono stati ottenuti tramite reazione con gli appropriati cloruri degli acidi 
(221-225) (schema 4.6). 
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Schema di sintesi 4.6 
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4.2.3 Risultati e discussione 
 
I composti sintetizzati sono stati saggiati su recettori adenosinici umani clonati: A1, A2A e A3 
espressi in cellule CHO (Chinese hamster ovary), mediante saggi di binding. Per i recettori A1 
e A2A-A3 sono stati utilizzati come radioligandi rispettivamente [3H]CCPA (2-Cloro-N6-
ciclopentiladenosina) e  [3H]NECA (5’-N-etilcarbossammidoadenosina), mentre per quanto 
riguarda il recettore adenosinico A2B la situazione è un pò problematica, in quanto non sono 
disponibili radioligandi potenti per questo sottotipo recettoriale.   
Quindi, per tale recettore, i valori di Ki dei composti sintetizzati sono stati calcolati dai valori 
di IC50; determinati, quest’ultimi, mediante saggi che evidenziano l’entità dell’inibizione 
dell’attività dell’adenilato ciclasi indotta dal NECA. 
 
 
 
4.2.3a   Serie 9-propiladeninica (198-205) 
 
 
 
N. R1 R hA1  
(Ki nM) 
hA2A 
(Ki nM) 
hA2B  
(KinM) 
hA3   
(Ki nM) 
196 H H 24.300 
(18.300-
32.100) 
5.100 
(4.200-6.200) 
22.066 
(13.200-
37.000) 
> 100.000 
197 Cl H 8.370 
(6.090-11.500) 
2.231 
(1.990-2.300) 
11.000 
(6.566-18.400) 
26.800 
(22.700-
31.700) 
198 H 4-Br-Ph-CH2-CO 21.800 
(19.500-
24.400) 
10.105 
(8.590-11.900) 
> 30.000 30.900 
(26.600-
35.900) 
199 H O
O
Br
1.440 
(968-2.100) 
8.915 
(7.240-11.000) 
> 30.000 5.300 
(2.920-9.630) 
200 H O
O
H3C
10.900 
(8.530-14.000) 
12,030 
(10.500-
13.800) 
> 30.000 1.440 
(1.060-1.960) 
201 H O
O  
13.500 
(10.500-
17.300) 
12.026 
(10.400-
14.000) 
22.000 
(20.030-
24.170) 
10.200 
(8.140-12.700) 
N
N N
N
NH
R1
R
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202 Cl 4-Br-Ph-CH2-CO 5.220 
(3.600-7.570) 
3.716 
(2.950-4.880) 
18.530 
(15.900-
21.600) 
10.500 
(7.450-14.800) 
203 Cl O
O
Br
26.200 
(24.300-
28.300) 
6.231 
(3.570-10.900) 
> 30.000 4.900 
(3.810-6.310) 
204 Cl O
O  
22.300 
(17.900-
27.700) 
6.608 
(5.790-7.540) 
> 30.000 19.000 
(13.900-
25.900) 
205 Cl O
O
H3CO
26.000 
(16.200-
41.700) 
6.484 
(3.340-12.600) 
> 30.000 13.900 
(8.760-22.200) 
 
Tabella 4.1 
 
 
Tutti i composti saggiati (198-205) mostrano affinità verso i sottotipi recettoriali hA1, hA2A e 
hA3 nel range µM, senza presentare però un significativo livello di selettività. Verso hA2B 
presentano una brusca perdita di potenza rispetto ai derivati non sostituiti: il derivato di 
riferimento (197) resta quindi il più potente della serie verso tale recettore.   
Per quanto riguarda l’influenza dell’atomo di cloro in posizione 2, questa varia a seconda del 
sottotipo recettoriale considerato e del sostituente presente in N6. In generale possiamo notare 
come il cloro-derivato presentante un gruppo N6-(4-bromofenilacetico) (202) presenti 
un’affinità 2-3 volte superiore su tutti i recettori rispetto all’analogo non clorurato (198), 
mantenendo quindi un comportamento analogo rispetto ai nuclei di riferimento (196, 197).  
Quando invece i cloroderivati presentano un sostituente di tipo N6-4-arilossifenilacetico (203-
205) si ha un profilo di binding decisamente diverso: infatti si ha una riduzione o un 
mantenimanto dell’affinità verso hA1, hA3  e hA2B e un discreto miglioramento di affinità 
verso hA2A rispetto agli analoghi non clorurati (199-201). 
In generale possiamo quindi dire che la presenza di un atomo di cloro in posizione 2 favorisce 
l’interazione nei confronti del sottotipo recettoriale hA2A, mentre qualsiasi sostituente in N6 
sembra essere sfavorevole per l’affinità verso tale recettore, se confrontato alla 2-cloro-9-
propiladenina (197) che rimane il derivato col profilo migliore. A parità invece di sostituzione 
in posizione 2 (presenza o assenza del cloro) si hanno dei profili completamente diversi in 
base alla sostituzione in N6. Così la presenza di catene ingombranti nei derivati non clorurati 
(199-201) fa aumentare significativamente l’affinità verso hA1 e hA3 (20-70 volte) rispetto 
alla 9-propiladenina (196). Questo incremento sembra poi essere modulato dal sostituente 
presente sul gruppo arilossifenilacetico; infatti, la sostituzione con un bromo (199) o un 
metile (200) in posizione para, quindi gruppi di natura lipofila, potrebbe essere responsabile 
dell’incremento d’affinità verso hA1 e hA3. 
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Gli stessi sostituenti in N6, se in presenza del cloro in 2, determinano invece una riduzione di 
affinità verso tutti i recettori tranne il sottotipo hA3 rispetto al nucleo di riferimento (197). 
Potrebbe quindi esserci un coinvolgimento reciproco dei sostituenti presenti in 2 ed N6 ai fini 
del binding recettoriale.  
 
 
 
4.2.3b  Serie 9-metil- 8-furiladeninica (219-225) 
 
 
 
 
 
 
Tabella 4.2 
 
I derivati ureidici 219 e 220, rispetto al derivato non sostituito (195), presentano una 
significativa perdita di affinità verso tutti i recettori e in particolare verso hA3 al contrario di 
quanto ci si sarebbe aspettato. Tali sostituzioni infatti determinano in altre classi di composti, 
come le pirazolo-triazolo-pirimidine, una buona affinità verso tale recettore.   
Per quanto riguarda i derivati 221 e 222, caratterizzati da una sostituzione di natura 
arilacetica, questi mostrano una perdita o un mantenimento di affinità verso tutti i recettori 
tranne hA3, rispetto al derivato non sostituito (195). 
N. R hA1 (Ki 
nM) 
hA2A  
(Ki nM) 
hA2B  
(Ki nM) 
hA3  (Ki nM) 
195 H 62.3 
(42.7-90.9) 
7.47 
(4.63-12) 
786 
(584-1,060) 
6,419 
(4,470-9,210) 
219 CONHPh .496 
(380-648) 
57.0 
(42.0-77.3) 
6,250 
(5,960-
6,450) 
23,307 
(18,800-28,900) 
220 CONHPh-4CH3 756 
(402-1,420) 
106 
(48.7-230) 
> 30,000 37,957 
(26,700-53,000) 
221 COCH2Ph 583 
(508-670) 
110 
(78.2-154) 
2,510 
(1,290-4,910) 
1,952 
(1,310-2,900) 
222 COCHPh2 3,000 
(2,780-3,250) 
59.1 
(34.5-101) 
792 
(545-1,150) 
193 
(144-260) 
223 COPh-4-Ph 652 
(519-818) 
1,270 
(1,140-1,410) 
> 30,000 20,285 
(16,400-25,100) 
224 O
O  
438 
(266-721) 
50.1 
(28.8-87.0) 
5,070 
(3,820-6,730) 
5,233 
(4,010-6,840) 
225 O
O
H3C
922 
(555-1,530) 
89.1 
(58.3-136) 
2,780 
(2,230-3,460) 
906 
(721-1,140) 
N
N N
N
O
NH
R
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In generale sembra quindi che il maggior ingombro sterico impedisca un corretto 
alloggiamento nella tasca recettoriale del sottotipo hA1.  
Infine, per quanto concerne i derivati che presentano catene stericamente più ingombrate 
(223-225), si ha una decisa perdita di affinità verso hA1, ma anche su hA2A, benché la perdita 
sia inferiore in presenza delle catene più lunghe. Si può osservare inoltre una perdita 
sostanziale anche su hA2B, mentre su hA3  si hanno profili completamente diversi: perdita nel 
caso del derivato 223, mantenimento nel caso del derivato 224  e miglioramento per il 
derivato 225. 
 
 
4.2.3c   Serie 9-Metil-8-(4-idrossifenil) adeninica para sostituita (206- 218) 
 
 
All’interno della serie 9-metil-8-(4-idrossifenil)adeninica para sostituita, il derivato non 
sostituito mostra un diverso comportamento nei confronti dei quattro sottotipi recettoriali 
(206). L’affinità infatti è alta verso A1 e A2A, mentre è bassa se non addirittura nulla verso A2B 
e A3. 
Le sostituzioni in para all’idrossifenile sono di tre tipologie: 
• benzili variamente sostituiti in  posizione para (207-210); 
• acido acetico e il rispettivo estere etilico (212, 211); 
• fenilammidi acetiche variamente sostituite (213-218). 
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Tabella 4.3 
 
 
 
Si può dire che, rispetto al derivato non sostituito, le catene benziliche non migliorano 
l’affinità nei confronti dei sottotipi A2B e A3, mentre si ha una perdita verso A2A e resta  
 
N° R hA1 (Ki nM) hA2A(Ki nM) hA2B 
(Ki 
nM) 
hA3 
(Ki nM) 
206 H 164 
(136-198) 
772 
(652-914) 
>30,000 13,600 
(10,300-18,000) 
207 CH2Ph .831 
(727-950) 
24,500 
(23,200-25,800) 
>30,000 > 40,000 
208 CH2Ph-4-F 215 
(183-252) 
36,100 
(25,800-50,600) 
> 30,000 > 40,000 
209 CH2Ph-4-CH3 88.5 
(61.6-127) 
16,800 
(13,400-21,130) 
>30,000 > 40,000 
210 CH2Ph-4-C(CH3)3 176 
(104-300) 
> 100,000 > 30,000 > 40,000 
211 CH2CO2Et 2,990 
(2,150-4,170) 
4,190 
(3,380-5,200) 
> 30,000 6,630 
(5,590-7,340) 
212 CH2CO2H 26,700 
(24,000-34,300) 
> 100,000 >30,000 > 40,000 
213 CH2CONHPh 812 
(777-849) 
3,380 
(2,420-4,730) 
> 30,000 > 40,000 
214 CH2CONHPh-4-I 145 
(101-208) 
1,120 
(911-1,390) 
> 30,000 2,180 
(1,750-2,720) 
215 CH2CONHPh-4-F 462 
(294-727) 
2,600 
(2,270-2,970) 
>30,000 > 40,000 
216 CH2CONHPh-4-CH3 222 
(184-268) 
1,250 
(1,020-1,520) 
>30,000 > 40,000 
217 CH2CONHPh-2,6-
(CH3)2 
4,070 
(2,380-7,030) 
12,000 
(9,260-15,500) 
>30,000 > 40,000 
218 CH2CONHPh-4-NO2 1,150 
(1,090-1,200) 
9,550 
(7,950-11,500) 
>30,000 12,600 
(10,100-15,900) 
 
N 
N N 
N 
N H 2 
C H 3 
O R
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inalterata l’affinità verso A1, che è nel range µM. Il migliore risulta essere il derivato 209, con 
una Ki A1= 88,5 nM. 
L’acido (212) porta ad una perdita d’affinità verso tutti i sottotipi recettoriali; l’estere (211) si 
comporta in maniera analoga, anche se la perdita di potenza è minore. Fa eccezione il 
sottotipo recettoriale A3, verso il quale, invece, l’estere mostra una maggior affinità rispetto al 
composto non sostituito (206: Ki A3= 13,6 µM vs 211: Ki A3= 6,63 µM). 
Nel caso delle sostituzioni con le ammidi l’affinità verso A2B resta sempre invariata; su A3 si 
ha una perdita, fatta eccezione per il derivato con un atomo di iodio in para al fenile (214), 
che risulta essere più potente sia del derivato non sostituito (206) che del derivato 211, infatti 
mostra una Ki A3= 2,18 µM. Viene invece in parte ripristinata l’affinità verso A1, tranne nel 
caso dei derivati 217, 218. Lo stesso comportamento si osserva nei confronti del recettore 
A2A, sempre esclusi i derivati 217 e 218. 
 
 
4.2.4  Conclusioni 
 
 
In conclusione tale studio, sebbene non abbia consentito di ottenere lo scopo desiderato, cioè 
quello di trovare nuovi composti con buona affinità e soprattutto selettività verso i vari 
sottotipi recettoriali adenosinici, ha comunque permesso di approfondire le conoscenze sul 
rapporto struttura-attività dei derivati adeninici.  
É stato così dimostrato che l’introduzione di sostituenti ingombranti nella posizione N6 delle 
9-propiladenine aumenta l’affinità verso i sottotipi recettoriali hA1 e hA3, mentre la presenza 
dell’atomo di cloro in posizione 2 favorisce l’interazione col sottotipo hA2A.  
Nella serie delle 9-metil-8-furiladenine tutti i composti sintetizzati presentano un 
peggioramento del profilo di binding verso tutti i recettori rispetto al derivato non sostituito 
(195). 
Le uniche eccezioni riguardano il recettore hA3 per il quale presentano interessanti valori di 
affinità (range alto nM), pur permanendo un migliore profilo verso hA2A, i derivati 222 e 225. 
Nella serie 9-metil-8-(4-idrossifenil)adeninica para sostituita sorprende il fatto che il derivato 
MRS 1754 (47) presenti una Ki = 2 nM verso hA2B, mentre gli analoghi adeninici risultano 
praticamente inattivi. Evidentemente i carbonili xantinici permettono un alloggiamento 
diverso del composto nella tasca recettoriale instaurando probabilmente interazioni  
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importanti. Sempre in questa serie il derivato 212, che presenta un gruppo carbossilico, 
mostra una perdita di potenza che è probabilmente dovuta ad un’interazione di tale gruppo 
funzionale con i loops extracellulari, in merito ai quali si conosce ancora poco.  
 
Il fatto che nessun composto si sia dimostrato sia affine che selettivo verso i recettori 
adenosinici, fa pensare che le sostituzioni apportate in tali posizioni non permettano 
un’orientazione corretta delle molecole all’interno del recettore. In generale sembra 
comunque che il furano in posizione 8 determini una migliore affinità, come già riscontrato 
per altre classi di composti. Inoltre dal paragone con altri derivati sia adeninici che non, 
caratterizzati da una sostituzione corrispondente alla posizione 2 del nucleo adeninico (16 e 
pirazolo-triazolo-pirimidine), si potrebbe pensare che un ingombro a questo livello sia critico 
ai fini di una maggiore potenza, soprattutto verso i recettori hA2B e hA3. 
Va inoltre sottolineato che i derivati presentati in questo studio, rispetto ad antagonisti 
adenosinici noti quali le pirazolo-triazolo-pirimidine, presentano una struttura semplificata 
con un numero di atomi di azoto endociclici minore; questi ultimi potrebbero svolgere quindi 
un ruolo fondamentale nel riconoscimento recettoriale. 
Alla luce di queste osservazioni l’obiettivo futuro sarà dunque quello di razionalizzare, 
mediante l’ausilio delle tecniche computazionali, il tipo e le posizioni ottimali delle 
sostituzioni per tale nucleo. In particolare saranno possibile oggetto di studio composti 
caratterizzati da sostituzioni di varia natura in N6, un furano in 8 e sostituenti più ingombranti 
rispetto ad un atomo di cloro in posizione 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Antagonisti a struttura semplificata 
 - 99 -
4.3 Triazolo-pirimidine quali antagonisti adenosinici 
 
4.3.1  Scopo 
Sempre con lo scopo di trovare potenziali antagonisti per i recettori adenosinici caratterizzati 
da strutture semplificate rispetto ai derivati triciclici, il nostro gruppo di ricerca in questi anni 
ha studiato, oltre a derivati adeninici e xantinici, anche la classe delle triazolo-triazine: la 
sintesi di tale templato era basato sulle osservazioni sperimentali in merito al derivato noto 
ZM 241385 (11), il quale oltre a mostrare dati interessanti di binding rappresenta anche un 
analogo semplificato della struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica. 
Al contrario però di quello che ci si aspettava le stesse sostituzioni, che nelle pirazolo-
triazolo-pirimidine portavano ad una buona affinità verso hA3, hanno determinato inattività 
nella serie triazolo-triazinica, come si può vedere dal paragone fra i derivati 234 e 235 
riportati come esempio. 
  
 
Allo scopo di approfondire tale comportamento è stata quindi effettuata una sovrapposizione 
molecolare tra i due diversi composti (figura 4.1), mediante la quale si è potuto constatare 
N
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rA1= 2,040 nM 
rA2A= 0.3 nM 
gA2B= 87 nM 
rA3 > 10,000 nM 
 
234 
rA1= 3,150 nM 
rA2A= 580 nM 
hA2A= 39 nM 
hA3 = 311 nM 
 
235 
hA1= 594 nM 
hA2A= 381 nM 
hA2B= 222 nM 
hA3 = 0.16 nM 
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come il gruppo dimetilamminico, presente in posizione 5 del nucleo triazolo-triazinico, si 
trovi in realtà in corrispondenza dell’N7, e non dell’N8, del derivato pirazolo-triazolo-
pirimidinico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.1 
 
Ciò potrebbe quindi spiegare la scarsa affinità verso il recettore A3 di questa serie di derivati.   
Sulla base di tali risultati abbiamo quindi pensato di realizzare una nuova serie di derivati 
spostando il sostituente dalla posizione 5 alla posizione 4 del nucleo triazolo-triazinico: 
tramite ulteriori studi di sovrapposizione molecolare (figura 4.2) abbiamo infatti confermato 
la nostra teoria secondo cui tale sostituzione permetterebbe la sovrapposizione esatta col 
sostituente in N8 del nucleo pirazolo-triazolo-pirimidinico, pur perdendo la planarità tipica 
dell’anello pirazolico.  
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SCH3; NHCH2Ph-3,4-OCH3; NH2; NHCONHPh; 
NHCONHcC6H11; NHCOCH2Ph 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                
 
 
 
 
Figura 4.2 
 
 
 
Per sintetizzare tale serie di derivati, allo scopo di ottenere nuovi antagonisti adenosinici 
strutturalmente semplificati, è stato necessario sintetizzare dei deaza analoghi delle triazolo-
triazine (figura 4.3). 
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Figura 4.3  Struttura generale dei deaza derivati. 
 
 
OEt; OH; NHCH3; NHCH2CH2Ph 
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4.3.2  Chimica 
 
 
Il nucleo tiometilico (242) si ottiene mediante i quattro step riportati nello schema seguente 
(schema 4.7). 
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242
 
 
Schema 4.7 
 
Ad una soluzione di NaOH in H2O a 20 °C viene addizionata 2-metil-2-tiopseudourea solfato 
(236). Per successiva aggiunta di dietiletossimetilenemalonato (237) sciolto in EtOH si ha la 
formazione, dopo agitazione per 24 ore, della pirimidina tramite condensazione (238).  
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Per successiva aggiunta di POCl3 si ottiene, dopo tre ore a riflusso, la clorurazione della 
pirimidina (239).  
Il derivato idrazidico (241) si ottiene tramite reazione in THF della clorometiltiopirimidina 
(239)  con 2-furilidrazide (240) in presenza di  DBU e lasciando a temperatura ambiente per 5 
ore.  
La ciclizzazione con formazione del sistema eterociclico condensato (242) si realizza tramite 
reazione del derivato idrazidico (241) con P2O5 ed esametildisilossano in xilene anidro.  
 
Per quanto riguarda la sintesi dei tre nuclei (243-245), usati per i coupling finali, si sono 
seguite le seguenti procedure. 
Il composto 243 è stato sintetizzato come illustrato nello schema 4.8 a partire dal nucleo 5-
tiometilico (242), tramite reazione in EtOH saturato con NH3 gassosa  
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Schema di sintesi 4.8 
 
 
 
 
I composti 244 e 245 sono stati invece sintetizzati come illustrato nello schema 4.9 
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Schema di sintesi 4.9 
 
 
Al composto 242, precedentemente dissolto in DMSO, viene addizionata 3,4-dimetossi 
benzilammina (veratrilammina) e si lascia a 80 ºC per 30 min. 
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Al derivato 246 così ottenuto si addizionano LiOHxH2O e H2O in EtOH e si lascia a riflusso 
per 3 ore; per successivi raffreddamento e regolazione del pH con HCl conc. si forma l’acido 
(239) che precipita sottoforma di cristalli bianchi.  
I derivati 8-metilammidico e 8-etilfenilammidico (248, 249) si ottengono sciogliendo il 
derivato acido (247) in piridina e aggiungendo goccia a goccia POCl3; si addiziona quindi 
l’appropriata ammina e si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per alcune ore.  
Lo sblocco del gruppo amminico si effettua sciogliendo il composto di partenza in  ac. 
trifluoroacetico, quindi aggiungendo ac. Trifluorometansolfonico e anisolo (fenilmetiletere) a 
0 °C. Si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per  tutta la notte.  
I composti desiderati di tipo ureidico (250-255) e acilico (256-258) sono stati ottenuti 
partendo dai corrispondenti nuclei con gruppo amminico libero in posizione 5 (243-245) 
come mostrato nello schema seguente (schema 4.10).  
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Schema di sintesi 4.10 
 
 
I derivati di tipo ureidico si ottengono addizionando l’appropriato isocianato al composto di 
partenza sciolto in THF anidro e lasciando a riflusso tutta la notte.  
4. Antagonisti a struttura semplificata 
 - 106 - 
I derivati di tipo acilico si ottengono invece addizionando l’appropriato acilcloruro in 
presenza di TEA al composto di partenza sciolto sempre in THF anidro e lasciando a riflusso 
tutta la notte.  
 
Il corrispondente acido (259) del derivato estereo (251) si ottiene mediante il processo 
sintetico descritto nello schema seguente (schema 4.11):  
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Schema di sintesi 4.11 
 
Si scioglie il derivato estereo caratterizzato dalla cicloesilurea in posizione 5 (251) in 
diossano, si aggiunge NaOH al 10% e si lascia a temperatura ambiente per alcune ore. Si 
addiziona quindi HCl conc. fino a pH 2.0-3.0, quindi si filtra.  
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 242-259 
 
N° R RI 
242 SCH3 OCH2CH3 
243 NH2 OCH2CH3 
244 NH2 NHCH3 
245 NH2 NHCH2CH2Ph 
246 NHCH2Ph-3,4-OCH3 OCH2CH3 
247 NHCH2Ph-3,4-OCH3 OH 
248 NHCH2Ph-3,4-OCH3 NHCH3 
249 NHCH2Ph-3,4-OCH3 NHCH2CH2Ph 
250 NHCONHPh OCH2CH3 
251 NHCONHcC6H11 OCH2CH3 
252 NHCONHPh NHCH3 
253 NHCONHcC6H11 NHCH3 
254 NHCONHPh NHCH2CH2Ph 
255 NHCONHcC6H11 NHCH2CH2Ph 
256 NHCOCH2Ph OCH2CH3 
257 NHCOCH2Ph NHCH3 
258 NHCOCH2Ph NHCH2CH2Ph 
259 NHCONHcC6H11 OH 
 
                         Tabella 4.4  Strutture composti sintetizzati 
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4.3.3  Risultati e discussione 
 
 
 
Il comportamento dei composti sintetizzati (242-259) varia significativamente in base alle 
sostituzioni presenti nelle posizioni 8 e 5. 
Osserviamo intanto i diversi profili di binding, al variare del sostituente in 5, quando in 
posizione 8 è presente una funzione esterea: 
 
- in presenza di un gruppo tiometilico libero in 5 (242) si ha una blanda affinità nei 
confronti dei vari sottotipi recettoriali ad eccezione del recettore hA3 per il quale tale 
derivato presenta discreta affinità (range µM). 
- Il derivato con un gruppo amminico libero in 5 (243) presenta ottima affinità verso hA2A 
con buona selettività nei confronti di hA1 e hA3. 
- In presenza di un gruppo 3,4-dimetossibenzilamminico (246) si determina invece un 
aumento dell’affinità verso hA3 (38.7 nM) pur senza selettività. 
- Quando in 5 è presente una funzione ureidica il comportamento cambia a seconda del 
carattere del sostituente legato all’urea: se è di natura aromatica (250) si ha un’ottima 
affinità su hA2A con buona selettività verso hA1 e hA3, mentre se è di natura alifatica (in 
particolare cicloesile, 251) si ha una perdita verso tutti i recettori tranne hA2A per il quale 
permane una discreta affinità (183 nM). 
- In presenza invece di un gruppo arilacetilamminico (256) si ha una perdita di affinità 
verso tutti i recettori. 
 
I corrispondenti derivati acidi (247, 259) mostrano in generale un peggioramento del profilo 
rispetto agli analoghi esterei (246, 251) a dimostrazione che funzioni acide rendono più 
problematica l’interazione col recettore. 
Un’altra interessante osservazione da fare riguarda il derivato ureidico 250 che mostra valori 
di affinità molto simili al derivato caratterizzato dal gruppo amminico libero (243): ciò 
suggerisce che il secondo atomo di azoto della funzione ureidica fornisca probabilmente un 
ulteriore sito di interazione recettoriale, sito che viene invece a mancare nel composto di tipo 
ammidico.  
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Osserviamo poi il diverso comportamento dei composti sintetizzati quando in posizione 8 è 
presente un’ammide più o meno ingombrata stericamente.  
Nel caso di un’ammide poco ingombrata, quale la metilammide, indipendentemente dalla 
sostituzione in 5 (244, 248, 252, 257) si ha sempre un buon profilo di binding verso hA2A con 
diversi gradi di selettività. Contrariamente invece alle previsioni basate sui derivati N8-metil 
pirazolo-triazolo-pirimidinici, nessuno di questi composti dimostra di possedere una buona 
affinità verso hA3. 
Unica eccezione è il derivato che presenta in 5 una funzione cicloesilcarbamoilica (253), che 
risulta poco attivo o inattivo verso i quattro sottotipi recettoriali. Questo dato sembra indicare 
che gruppi alifatici ingombranti non siano ben tollerati dai recettori adenosinici: infatti è 
possibile osservare lo stesso trend per tutti i derivati presentanti questa funzione in 5, 
indipendentemente dalla sostituzione in 8 (251, 253, 255, 259). 
Se invece l’ammide è stericamente più ingombrata, fenetilammide, si ha un comportamento diverso a seconda 
che la posizione 5 sia sostituita o meno:  
- il gruppo amminico libero (245) determina infatti una discreta affinità per hA2A e hA3, 
mentre la presenza della 3,4-dimetossibenzilammina (249) comporta una perdita di 
affinità verso hA1, hA2A e hA2B mantenendo una discreta affinità verso hA3. 
- In presenza di una funzione ureidica di carattere alifatico (255) si ha una scarsa affinità 
verso tutti i sottotipi recettoriali, mentre se l’urea è di carattere aromatico (254) si ha un 
netto miglioramento di affinità verso hA2A. 
- Anche con un sostituente di tipo acilico (258) si presenta una buona affinità verso hA2A. 
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N° R   RI hA1 
(Ki nM) 
hA2A 
(Ki nM) 
hA2B 
(Ki nM) 
hA3 
(Ki nM) 
242 SCH3 OCH2CH3 5.720 
(3.890-8.390) 
9.500 
(5.360-
16.800) 
>30.000 2.640 
(1.880-3.690) 
243 NH2 OCH2CH3 185 
(92,5-371) 
3,32 
(2,03-5,42) 
1.110 
(683-1.810) 
238 
(144-395) 
244 NH2 NHCH3 135 
(104-174) 
15,0 
(10,6-21,3) 
2.030 
(1.470-2.796) 
609 
(459-808) 
245 NH2 NHCH2CH2Ph 57,1 
(38,1-85,5) 
11,1 
(8,46-14,5) 
5.320 
(4.230-6.700) 
140 
(60,9-322) 
246 NHCH2Ph-3,4-
OCH3 
OCH2CH3 315 
(203-489) 
116 
(44,3-305) 
13.300 
(7.950-
22.200) 
38,7 
(28,2-53,1) 
247 NHCH2Ph-3,4-
OCH3 
OH 958 
(731-1.260) 
5.320 
(3.680-
7.700) 
> 30.000 159 
(121-208) 
248 NHCH2Ph-3,4-
OCH3 
NHCH3 428 
(271-677) 
25,8 
(20,2-32,8) 
2.490 
(1.730-3.580) 
282 
(182-435) 
249 NHCH2Ph-3,4-
OCH3 
NHCH2CH2Ph 385 
(291-511) 
65,2 
(43,9-96,9) 
> 30.000 87,7 
(71,7-107) 
250 NHCONHPh OCH2CH3 322 
(133-777) 
4,82 
(3,21-7,24) 
1.900 
(1.240-2.930) 
357 
(257-495) 
251 NHCONHcC6H11 OCH2CH3 12.700 
(2.760-58.500) 
183 
(48,4-695) 
> 30.000 2.510 
(1.300-4.865) 
252 NHCONHPh NHCH3 126 
(68-233) 
5,76 
(3,73-8,91) 
1.180 
(580-2.400) 
730 
(319-1.688) 
253 NHCONHcC6H11 NHCH3 8.990 
(4.350-17.800) 
1.520 
(618-3.750) 
> 30.000 18.700 
(14.200-
24.586) 
254 NHCONHPh NHCH2CH2Ph 365 
(255-522) 
51,4 
(22,8-116) 
>30.000 1.350 
(673-2.695) 
255 NHCONHcC6H11 NHCH2CH2Ph > 100.000 773 
(569-1.050) 
>30.000 4.220 
(2.107-8.468) 
256 NHCOCH2Ph OCH2CH3 > 100.000 42.700 
(33.800-
53.900) 
> 30.000 2.590 
(1.420-4.735) 
257 NHCOCH2Ph NHCH3 296 
(155-567) 
12,4 
(10,2-15,0) 
4.840 
(2.810-8.300) 
1.190 
(796-1.769) 
258 NHCOCH2Ph NHCH2CH2Ph 317 
(206-488)) 
28,1 
(20,1-39,3) 
>30.000 553 
(371-823) 
259 NHCONHcC6H11 OH > 100.000 24.700 
(4.480-
136.000) 
> 30.000 59.400 
(25.200-
140.113) 
 
 
 
Tabella 4.5 Valori di binding  
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4.3.4  Conclusioni 
 
In conclusione, tramite questo studio abbiamo potuto ipotizzare alcuni requisiti strutturali 
importanti per l’interazione di derivati a struttura triazolo-pirimidinica con i recettori 
adenosinici. 
Contrariamente a quanto atteso non si sono ottenuti buoni risultati per quanto concerne 
l’interazione coi recettori hA2B e hA3. Infatti l’introduzione di sostituenti solitamente 
importanti per l’interazione con hA3 (arilcarbamoilici) e con hA2B (arilacetici) non hanno 
portato, in questo caso, a un miglioramento del profilo di binding verso tali recettori, come 
osservato per le pirazolo-triazolo-pirimidine. 
Sorprendentemente invece sono stati ottenuti discreti risultati per quanto riguarda affinità e 
selettività verso hA2A. 
Tali risultati non ci permettono comunque di effettuare un completo e preciso studio di SAR. 
Sarà quindi necessario ampliare il numero di composti sintetizzati incrementando la 
variabilità strutturale e, mediante l’ausilio di tecniche computazionali, cercare di capire 
l’orientamento delle molecole all’interno della tasca recettoriale, le interazioni coinvolte ed 
eventualmente anche il ruolo degli atomi di azoto endociclici che, anche in questo caso, 
sembrano svolgere un ruolo piuttosto critico nell’interazione recettoriale. 
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CAPITOLO 5: VALIDAZIONE DI  MODELLI RECETTORIALI 
 
5.1 Introduzione 
 
Uno dei nostri obiettivi, vista la mole di composti sintetizzati e le enormi possibilità esistenti 
nel campo della scoperta di antagonisti adenosinici, è stato quello di collaborare, attraverso la 
sintesi di vari composti,  col Dr. Stefano Moro dell’università di Padova, al fine di creare dei 
modelli QSAR che permettessero la predizione di molecole attive nei confronti dei recettori 
adenosinici. 
QSAR (Quantitative Structure Activity Relationships) è il termine con cui vengono definiti i 
modelli quantitativi che mettono in relazione la variazione dell’attività biologica in una serie 
di composti chimici con la variazione della struttura chimica fra i composti della serie stessa. 
L’obiettivo primario di uno studio QSAR è quindi quello di poter predire l’attività biologica 
di nuovi composti non ancora valutati sperimentalmente. 
Se queste predizioni sono valide i modelli QSAR possono sia fornire dati per la comprensione 
dei meccanismi che governano il risultato macroscopico di un nuovo composto, sia 
contribuire ad un sostanziale risparmio di risorse in termini di tempo e denaro. 
Un settore importante delle strategie QSAR si basa sulla creazione di funzioni matematiche in 
grado di trasformare l’informazione chimica contenuta nelle formule di struttura in descrittori 
molecolari. 
I descrittori molecolari corrispondono quindi a dei numeri che rappresentano determinate 
proprietà chimico-fisiche delle molecole. 
Una volta ottenuti i descrittori, la fase successiva delle strategie QSAR si fonda sulla 
costruzione di modelli matematici capaci di predire da questi le attività biologiche di nuove 
molecole (figura 5.1).163-173   
 
5. Validazione di modelli recettoriali 
 - 114 - 
 
 
Figura 5.1 
 
I descrittori possono presentare le caratteristiche e le tipologie più diverse. In particolare, per 
la costruzione dei modelli qui presentati, sono stati impiegati i descrittori autocorrelati di 
Potenziale Elettrostatico Molecolare (autoMEP). Più in dettaglio a partire dalla struttura 
tridimensionale di ciascuna molecola considerata, vengono calcolati i valori del potenziale 
elettrostatico proiettato sulla superficie molecolare (figura 5.2) e quindi autocorrelati, allo 
scopo di rendere il valore del potenziale indipendente dall’orientazione e dalla traslazione 
spaziale della molecola stessa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2 
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Quest’ultimo passaggio si rende necessario per permettere il confronto di MEP di molecole 
diverse che altrimenti andrebbero allineate prima di fare qualsiasi confronto, in modo da 
garantire lo stesso modo di interagire di ciascuna con il bersaglio. 
Tale procedimento permette dunque di evitare la scomoda fase di allineamento tipica della 
classica tecnica QSAR Co.M.F.A. che non permetteva di prendere in considerazione molecole 
caratterizzate da strutture eterogenee fra loro. 
Una volta ottenuti i valori di autoMEP per ciascuna molecola si procede quindi nella 
costruzione del modello matematico del tipo y = f(x) per correlare l’attività biologica (y) di 
ognuna di esse ai descrittori stessi (xn). 
Tra i diversi metodi matematici a disposizione è stata impiegata una tecnica statistica molto 
diffusa e applicata anche in chimica ( Partial Least Squares, PLS), che permette di ottenere 
modelli matematici validi anche a partire da set di molecole non troppo numerosi.174 
Sono quindi di seguito presentate le validazioni di nuovi modelli 3D-QSAR, costruiti 
mediante le tecniche precedentemente descritte, di alcuni recettori adenosinici umani, utili per 
la predizione di nuovi possibili antagonisti adenosinici.  
Il primo modello costruito riguarda il recettore umano A3 per il quale, oltre alla sua 
validazione, sono stati effettuati anche due studi mirati, di seguito presentati, allo scopo sia di 
scoprire nuovi antagonisti adenosinici solubili pirazolo-triazolo-pirimidinici sia nuovi 
possibili tools caratterizzati da una struttura semplificata. 
Verrà inoltre presentata in questo lavoro di tesi la validazione di due modelli innovativi 
riguardanti i recettori umani A2A e A2B. 
 
 
 
5.2    Modello per il recettore hA3  
 
Partendo da un database di 358 composti antagonisti per il recettore adenosinico umano A3, 
caratterizzati da diversi scaffolds (Figura 5.3), e per i quali si aveva a disposizione il dato di 
pKi, è stato così ottenuto un modello matematico per il recettore adenosinico A3, con una 
elevata validità da un punto di vista statistico, in grado di poter esser quindi impiegato per la 
predizione di valori di pKi per nuovi composti non ancora sintetizzati.  (Figura 5.4).175 
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Figura 5.3   Scaffold di composti impiegati nella costruzione del modello QSAR per la 
predizione di attività di composti antagonisti adenosinici del recettoreA3 umano. 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.4  Flowchart di lavoro per la costruzione del modello QSAR per la predizione di 
attività di composti antagonisti adenosinici al recettore umano A3. 
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5.2.1  Validazione 
 
5.2.1a   Scopo 
 
Al fine di testare l’efficienza del modello del recettore hA3, ottenuto tramite l’impiego delle 
tecniche precedentemente descritte, è stata creata una libreria virtuale di 841 composti a 
struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica partendo da 29 frammenti molecolari selezionati. 
(figura 5.5) 
Gli analoghi più interessanti sono stati quindi scelti per la sintesi e la caratterizzazione 
farmacologica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.5 
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5.2.1b  Chimica 
 
 
I composti 260-268 sono stati preparati seguendo lo schema di sintesi 5.1 e la procedura è già 
stata descritta in modo dettagliato nel capitolo relativo alle pirazolo-triazolo-pirimidine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Schema di sintesi 5.1 
 
 
I composti finali 260-268  si ottengono tramite reazione dei composti amminici 174, 175, 
277-280  con l’appropriato isocianato  in diossano a riflusso. 
Quando non commercialmente disponibile, l’isocianato viene preparato dalla corrispondente 
anilina tramite trattamento con triclorometilcloroformiato come descritto in letteratura.176 
 
 
5.2.1c   Risultati e discussione  
 
Il modello ha predetto l’attività di circa 100 molecole nel range 0.1-4.0 nM; fra queste sono 
stati selezionati nove analoghi per la sintesi e la caratterizzazione farmacologica. 
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277 R= -(CH2)3CH(CH3)2; 278 R= -(CH2)4CH3; 
279 R= -(CH2)5CH3; 280 R= -CH2CcC6H11; 
174 R= -CH2CH3; 175 R= -(CH2)2CH3 
R1 = 4-CH3-Ph; 4-CH2CO2Et-Ph; 
CH(CH3)CH2CH3; 4-CH2CO2Me-Ph; 
CH2CcC6H11; CH2CH3; 4-CH2COMe-Ph 
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Come si vede nella tabella 5.1 tutti i composti, a parte qualche eccezione, erano stati predetti 
come buoni antagonisti per il recettore umano A3. 
Viene riportato come riferimento il derivato 36 noto come potente A3 antagonista. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cmp R R1 hA1 
(Ki nM) 
hA2A 
(Ki nM) 
hA2B 
IC50 nM 
hA3 
(Ki nM) 
Pred 
hA3 
(Ki 
nM) 
36 Ph CH3 310 
(295-327) 
27.7 
(13.3-57.8) 
3,440 
(2,880-4,110) 
1.80 
(0.88-3.68) 
 
0.92 
260 PhCH2COCH3 CH2cC6H11 71.8 
(44.1-117) 
6.80 
(3.57-13.0) 
7,020 
(6,070-8,120) 
42.3 
(14-127) 
 
1.77 
261 CH(CH3)CH2C
H3 
CH2CH3 376 
(342-414) 
559 
(500-624) 
 
>30,000 
0.53 
(0.47-0.59) 
 
0.84 
262 PhCH2COCH3 (CH2)3CH 
(CH3)2 
-137 
(72.0-262) 
-24.8 
(11.1-55.2) 
-13,000 
(10,200-
16,600) 
68.8 
(33.9-140) 
 
1.79 
263 CH2CH3 (CH2)2CH3 77.2 
(64.1-93) 
223 
(208-238) 
2,810 
(1,930-4,130) 
0.60 
(0.53-0.68) 
 
0.52 
264 CH2cC6H11 (CH2)2CH3 13.8 
(10.4-18.2) 
258 
(210-318) 
3,440 
(1,300-9,100) 
3.53 
(2.09-5.99) 
 
4.33 
265 cC6H10CH2CO2 
CH3 
CH2cC6H11 52.5 
(31.2-88.4) 
5.74 
(4.27-7.72) 
8,940 
(8,430-9,490) 
164 
(82.1-326) 
 
1.30 
266 PhCH2CO2Et (CH2)4CH3 54.7 
(35.3-84.9) 
4.77 
(3.04-7.49) 
9,740 
(7,0-12,600) 
18 
(14.2-22.8) 
 
1.88 
267 CH(CH3)Et (CH2)5CH3 576 
(551-602) 
300 
(253-356) 
>100,000 5.33 
(4.48-6.35) 
 
5.97 
268 PhCH3 (CH2)5CH3 34.7 
(27.4-43.9) 
3.72 
(3.07-4.51) 
2,910 
(1,310-6,460) 
44.4 
(35.9-54.9) 
 
5.43 
 
I derivati 261 e 263 erano stati correttamente predetti come inibitori sub-nanomolari per il 
recettore A3.Alcuni di questi composti, come 260 e 262,  perdono però la loro specificità 
verso A3. 
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Tabella 5.1 
260-268 
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5.2.2  Impiego del modello hA3  nella scoperta di nuovi antagonisti   
adenosinici 
  
 
5.2.2.1    Pirazolo-Triazolo-Pirimidine  
 
5.2.2.1a  Scopo 
 
L’obiettivo successivo è stato quello di ottenere, attraverso l’impiego di tale modello, derivati 
a struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica solubili cercando di mantenere affinità verso A3, 
anche se uno studio quantitativo di questo aspetto, in questa fase preliminare non è stato 
affrontato. 
Il modello QSAR alternativo, precedentemente descritto, basato sulle mappe di potenziale 
elettrostatico, è stato così utilizzato per filtrare una libreria di composti177,178 ottenuta tramite 
un programma che tiene conto della solubilità (ACD/Labs). Più precisamente è stato preso in 
considerazione il frammento solubile di un derivato altamente potente su A3 precedentemente 
sintetizzato (derivato piridinico, 38) (Figura 5.6) e, tramite l’uso di questo programma è stato 
sostituito con altri frammenti che mantenessero o aumentassero la solubilità in acqua. E’ stata 
così creata una libreria virtuale di composti idrosolubili potenzialmente attivi verso A3 i quali 
sono stati successivamente filtrati attraverso il modello QSAR (Figura 5.6) selezionando così 
alcuni composti che sembravano presentare i requisiti strutturali per poter mantenere affinità 
verso il recettore A3. 
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Figura 5.6
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5.2.2.1b  Chimica 
Tra i composti filtrati e predetti attivi dal modello è stata fatta una selezione in base alla 
fattibilità da un punto di vista sintetico. 
Dal momento che i derivati selezionati presentano una catena di tipo amminico in posizione 5 
abbiamo cercato una nuova via di sintesi vista l’impossibilità di ottenerli attraverso 
l’alchilazione del nucleo 5-ammino-pirazolo-triazolo-pirimidinico fino a quel momento 
impiegato. 
Abbiamo così deciso di utilizzare un nucleo pirazolo-triazolo-pirimidinico caratterizzato dalla 
presenza del gruppo –SCH3 in posizione 5 (281, schema 5.2). 
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Schema di sintesi 5.2 
 
 
Tale nucleo si ottiene infatti mediante pochi steps e con buone rese ed inoltre l’–SCH3 risulta 
un ottimo gruppo uscente permettendo l’ingresso di un’enorme varietà di sostituenti. 
Abbiamo inoltre sintetizzato gli oxa-derivati, non predetti dal modello, dei composti 
presentanti in posizione N5 gli etil-esteri della glicina e della β-alanina (282 e 283) allo scopo 
di valutare gli effetti dovuti all’introduzione di un carbonile in tale posizione. Negli studi 
presentati precedentemente si era infatti osservato come questo sembrasse influenzare 
positivamente l’affinità di legame verso i recettori adenosinici A3. Per la sintesi di tali derivati 
ammidici è stato utilizzato il nucleo noto N5-ammino-N8-metil-pirazolo-triazolo-pirimidinico 
(185) tramite reazione con gli appropriati acilcloruri (schema 5.3). 
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Schema 5.3 
 
 
 
Per ottenere i derivati amminici (284-288), invece, vengono addizionate le appropriate 
alchilammine al nucleo tiometilico in etanolo e a riflusso (schema 5.4). 
Per la sintesi del nucleo siamo partiti dal derivato idrolizzato (293), ottenuto tramite sintesi 
regioselettiva già descritta nel capitolo 3: questo in presenza di tiofosgene a riflusso a 70°C 
per 3-4 ore porta al tiocomposto (294) il quale, messo a reagire con CH3ONa e 
successivamente con metilioduro a riflusso, forma il composto 5-tiometilico desiderato (281, 
Schema 5.4). 
I derivati esterei di tipo ammidico (282 e 283) sono stati idrolizzati in tert-butanolo con acido 
solforico concentrato a riflusso per 12 ore (schema 5.5). Al termine si rimuove il solvente e si 
cristallizza il residuo per ottenere gli acidi desiderati (289 e 290). 
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Schema 5.4 
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Schema 5.5 
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Invece per l’idrolisi dei derivati esterei di tipo amminico (287 e 288) si fa reagire l’estere in 
diossano con NaOH 10% e si lascia sotto agitazione per 8 ore (Schema 5.6). Quindi si 
acidifica con HCl fino a pH ~ 3. Il derivato acido precipita e viene separato tramite 
filtrazione. 
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Schema 5.6 
 
 
 
 
 
 
5.2.2.1c  Risultati e discussione 
Nella tabella 5.2 sono riportati i dati di binding dei composti sintetizzati. 
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Comp R Ki hA1  
(nM) 
Ki hA2A 
(nM) 
Ki hA2B 
(nM) 
Ki hA3 
(nM) 
293  24,800 
(17,700-34’7000) 
4,450 
(2,250-8,790) 
>30,000 14,800 
(12,800-17,100) 
294  9,260 
(8,250-10,400) 
7,370 
(5,560-9,610) 
>30,000 513 
(458-575) 
281 -SCH3 9,570 
(8,370-10,900) 
4,980 
(4,980-5,680) 
>30,000 297 
(249-354) 
282 NHCOCH2CO2Et 1,110 
(730-1,700) 
24.8 
(15.1-40.8) 
~ 10,000 
 
19.6 
(10.8-35.6) 
283 NHCOCO2Et 470 
(305-723) 
15.7 
(12.6-19.5) 
~ 10,000 
 
487 
(400-595) 
284 NHCH2CH2NHCH3 2,800 
(2,270-3,450) 
360 
(300-446) 
>30,000 3,210 
(2,710-3,810) 
285 NHNHC(=NH)NH2 17,000 
(14,000-19,500) 
2,400 
(810-7,170) 
>30,000 9,130 
(7,420-10,300) 
286 HN-morfolin 9,300 
(7,710-11,400) 
2,940 
(2,160-4,010) 
>30,000 5,140 
(3,600-7,350) 
287 NHCH2CO2Et >100,000 6,810 
(4,480-10,400) 
>30,000 7,580 
(5,140-11,200) 
288 NHCH2CH2CO2Et 1,670 
(1,370-2,030) 
4,340 
(3,803-4,960) 
>30,000 1,750 
(1,420-2,160) 
289 NHCOCH2CO2H 322 
(258-402) 
12,5 
(9.01-17.5) 
~3,000 574 
(574-745) 
290 NHCOCO2H 709 
(589-853) 
22 
(16-30.3) 
~10,000 502 
(421-599) 
291 NHCH2CO2H >100,000 >100,000 >30,000 >100,000 
292 NHCH2CH2CO2H >100,000 31,600 
(23,700-42,000) 
>30,000 20,800 
(15,400-28,800) 
 
Tabella 5.2 
 
 
Per quanto riguarda la solubilità possiamo dire che l’obiettivo è stato raggiunto; infatti i 
composti sintetizzati risultano ugualmente o maggiormente solubili in acqua rispetto al 
derivato di riferimento come atteso; invece per quanto concerne la potenza nei confronti del 
recettore A3 il discorso è un po’ più complesso. 
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L’efficienza del modello è risultata buona dal momento che esso aveva predetto i suddetti 
composti affini per A3 nel range micromolare, dato perfettamente in linea con i saggi di 
binding. Il fatto poi che vi sia un’affinità micromolare, quindi buona ma non elevata, si può 
spiegare analizzando la struttura dei derivati che risultano essere diversi da quelli sintetizzati 
fino ad ora e che sono stati utilizzati per costruire il modello. In particolare i composti predetti 
(284-288) non presentano in N5 una funzione arilcarbamoilica, alchilcarbamoilica o 
arilacetica, che, da studi precedenti, sembrava essere importante al fine di avere affinità per il 
recettore A3. Tale osservazione è confermata anche in questa serie di composti: infatti quelli 
più potenti verso A3, con affinità nel range nanomolare, presentano un carbonile di tipo 
ammidico in posizione 5 (282, 283, 289 e 290). Tali composti mancano tuttavia di selettività 
dal momento che risultano affini anche per A2A. 
Evidentemente il gruppo carbonilico gioca un ruolo importante al fine di instaurare delle 
interazioni tipo legame idrogeno con alcuni amminoacidi polari presenti all’interno della tasca 
recettoriale, come era emerso anche dagli studi precedenti. 
Tale fenomeno è stato comunque verificato mediante uno studio di docking come mostrato 
nella figura 5.7. 
5. Validazione di modelli recettoriali 
 - 129 - 
 
 
Figura 5.7 
 
Da questi studi si è potuto notare che per il derivato 282 si instaurano due legami idrogeno tra 
l’His95 (TM3), la Ser247 (TM6) e il carbonile ammidico in N5; inoltre l'etile terminale del 
gruppo estereo si colloca in una tasca idrofobica (colorata in verde) delimitata da 
amminoacidi quali Ile98 (TM3), Pro189 (TM5), Leu190 (TM5) e Phe239 (TM6). 
Nel composto 288 è assente la funzione ammidica in 5 e quindi viene a mancare uno dei due 
legami idrogeno, in particolare quello con la Ser247 (TM6). Infine il derivato 289, che è il 
corrispondente acido del derivato 282, presenta nella regione idrofobica descritta 
precedentemente il gruppo carbossilico ed è probabilmente per questo motivo che si ha 
282 288 
289 
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perdita di affinità nei confronti di A3. Tale osservazione può essere estesa anche ai derivati 
287 e 291. 
Oltre ai composti predetti dal modello sono stati fatti saggiare anche gli intermedi di sintesi al 
fine di selezionare nuove identità strutturali quali antagonisti adenosinici (293, 294 e 281). 
E’ importante notare come il derivato 293 presenti un’affinità nel range micromolare nei 
confronti dei recettori adenosinici A1, A2A e A3. 
Pur non essendo un valore elevato e pur mancando di selettività esso rappresenta un dato 
importante perchè apre la strada alla possibilità di ottenere antagonisti adenosinici 
strutturalmente semplificati, andando magari ad aprire uno degli anelli che costituiscono il 
nucleo di base pirazolo-triazolo-pirimidinico fino ad ora impiegato. 
E’ poi interessante notare come i derivati 294 e 281, che mancano dell’N in 5, abbiano una 
buona affinità per A3 (Ki = 513nM e Ki = 297nM) con una discreta selettività. Questo dato 
rappresenta un’interessante novità in quanto fino ad ora si pensava che l’N in 5 fosse 
indispensabile per l’attività. 
Anche in questo caso sono stati fatti degli studi di docking per capire le possibili interazioni 
che avvengono tra l’antagonista e il recettore (Figura 5.8). In particolar modo lo studio è stato 
condotto sul derivato 281 che presentava una migliore affinità per A3. 
Dai risultati ottenuti si è visto che le interazioni che si instaurano all’interno del recettore sono 
solo di tipo idrofobico, dunque meno forti rispetto a quelle elettrostatiche (indicate ad 
esempio per il derivato 282), e quindi non sufficienti a giustificare l’affinità di tale composto 
per il recettore A3. Tuttavia si è visto che tale derivato può entrare all’interno del recettore, 
come illustrato in figura 5.8, con tre orientazioni diverse per cui statisticamente è più 
probabile il suo ingresso nella tasca recettoriale rispetto al derivato 282 che presenta 
interazioni più forti ma un’unica possibilità di ingresso e collocamento nella tasca recettoriale. 
Ciò potrebbe quindi spiegare il risultato di binding ottenuto. 
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Figura 5.8 
 
281 
conf. 1 
 
281 
conf. 2 
281 
conf. 3 
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5.2.2.2  Composti a struttura semplificata 
 
5.2.2.2a  Scopo 
 
Visti gli sforzi svolti dal nostro gruppo di ricerca nel tentativo di ottenere antagonisti 
adenosinici caratterizzati da una struttura semplificata considerando i vantaggi, ampiamente 
descritti nel capitolo precedente, che ne risulterebbero, anche in questo caso abbiamo pensato 
di muoverci in tale direzione. 
All’interno dello stesso modello sono stati dunque filtrati tutti i composti (circa 350.000) 
presenti all’interno del catalogo Maybridge al fine di cercare nuovi tools farmacologici per il 
recettore hA3 e ottimizzare così il modello. 
Quest’ultimo ha predetto attivi un centinaio di composti fra i quali, attraverso filtri statistici, 
sono stati selezionati  quattro derivati (295-298)  caratterizzati da strutture diverse fra loro e 
con un’attività predetta nel range nanomolare. Su questi quattro composti è stato effettuato 
anche uno studio di docking che ne ha confermato l’attività. 
Tali composti sono stati quindi acquistati presso la ditta produttrice e fatti testare nei confronti 
dei quattro recettori adenosinici umani. 
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5.2.2.2b  Risultati e discussione 
  
 
I dati dei test biologici sono presenti in tabella 5.3. 
Come si può vedere anche in questo caso i quattro derivati risultano completamente inattivi 
verso tutti i recettori adenosinici. 
Va tuttavia tenuto presente che è facile trovare dei falsi positivi prendendo in considerazione 
quattro strutture su un numero così elevato di composti. 
Inoltre bisogna tenere in considerazione che l’attività nei confronti dei recettori accoppiati a 
proteine G può essere mediata dai loops extracellulari e tale aspetto non può ancora essere 
previsto. 
Infine le piccole dimensioni delle molecole testate potrebbero impedire ai composti di 
permanere all’interno del recettore determinando un continuo movimento di entrata e uscita 
non permettendo l’antagonizzazione. 
 
 
Comp hA1 
(Ki nM) 
hA2A 
(Ki nM) 
hA2B 
(Ki nM) 
hA3 
(Ki nM) 
295 >100,000 >100,000 >30,000 >100,000 
296 >100,000 >100,000 >30,000 >100,000 
297 >100,000 >100,000 >30,000 >100,000 
298 >100,000 >100,000 >30,000 >100,000 
 
Tabella 5.3 
 
 
 
 
 
5.2.2.3  Conclusioni 
 
Dallo studio di validazione, effettuato come prima battuta su derivati pirazolo-triazolo-
pirimidinici emerge la buona predittività del modello hA3. 
Dallo studio effettuato su nuovi composti solubili pirazolo-triazolo-pirimidinici, soprattutto 
per quanto riguarda il derivato caratterizzato da un gruppo –SCH3 in posizione 5 (281) e il 
derivato idrolizzato 293, si sono aperte nuove prospettive per la sintesi di antagonisti per il 
recettore A3. Grazie a ciò in futuro potranno essere sintetizzati dei derivati variamente 
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sostituiti con catene tio-alchiliche e tio-arilalchiliche in posizione 5 allo scopo di ottenere 
nuovi antagonisti adenosinici. 
Infine i risultati ottenuti per il derivato 293 confermano la possibilità di sintetizzare 
antagonisti adenosinici strutturalmente semplificati. 
Sicuramente lo sviluppo futuro sarà quello di indagare più a fondo tale risultato attraverso la 
sintesi di analoghi semplificati al fine di ottenere nuovi tools farmacologici per i recettori 
adenosinici. 
Invece per quanto riguarda i composti della serie predetti dal modello siamo riusciti a 
raggiungere il nostro obiettivo di mantenere o aumentare la solubilità in acqua, e inoltre i 
derivati risultano affini nel range micromolare. Pur non essendo queste affinità importanti, se 
confrontate con i composti riportati in precedenza, questo risultato ha un doppio risvolto 
positivo per sviluppi futuri: 
a) sintetizzare derivati solubili in acqua chimicamente più accessibili rispetto al derivato 38; 
b) un’ottimizzazione del modello di predizione che, abbinato al pacchetto software 
ACD/Labs, permetta di ottenere non solo derivati solubili ma derivati presentanti affinità e 
selettività paragonabili al derivato piridinico. 
 
Per quanto riguarda lo studio effettuato su derivati semplificati, sarà necessario approfondire 
l’argomento allo scopo di avvalorare le ipotesi effettuate. 
La prospettiva è quella di far testare altri composti tra quelli predetti attivi strutturalmente 
diversi dai precedenti al fine di ottimizzare il modello e trovare nuovi lead compounds per il 
recettore hA3. 
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5.3  Validazione di nuove strategie computazionali per descrivere il sito di        
legame degli antagonisti per i recettori adenosinici hA2A e hA2B. 
 
 
5.3.1  Introduzione 
 
 
I vettori di autocorrelazione MEP (autoMEPs), descritti precedentemente, sono stati 
recentemente impiegati dal gruppo Moro di Padova, nel generare modelli 3D-QSAR sia 
lineari (Partial Least Square; PLS)179 che non lineari (Response Surface Analysis; RSA)180 e 
le procedure combinate autoMEP/PLS ed autoMEP/RSA sono state applicate per studiare il 
recettore hA3.181 
Recentemente è stato inoltre riportato, sempre da Moro e collaboratori, un nuovo approccio 
basato sulla struttura dei recettori accoppiati a proteine G, chiamato Ligand-Based Homology 
Modeling (LBHM). E’ ragionevole ipotizzare che gli stati agonista e antagonista di un 
recettore possano essere descritti da suoi diversi stati conformazionali a seconda della natura 
sia del ligando che del recettore stesso. Quindi, considerando le diverse complementarietà 
possibili ligando-recettore, si possono considerare più conformazioni del medesimo stato 
farmacologico del recettore. E’ stato così sviluppato l’approccio del LBHM quale tool per 
simulare i cambiamenti conformazionali del recettore indotti dal legame col ligando182:  l’idea 
che la cavità recettoriale potesse adattarsi al ligando è nata dall’osservazione che composti 
predetti inattivi a causa delle dimensioni incompatibili con il volume ipotetico della cavità 
recettoriale, presentavano in realtà un buon profilo di binding. 
Per risolvere tale problematica è stata dunque sviluppata tale metodologia che prevede 
l’introduzione di un ligando all’interno del templato durante la costruzione del modello per 
omologia. Il modello costruito si adatta quindi al volume della tasca recettoriale guidato dalla 
topologia del ligando stesso (figura 5.10). 
 
 
5.3.2  Scopo 
 
In quest’ultima parte del lavoro di dottorato viene presentato uno studio, analogo a quello già 
effettuato sul recettore hA3, inerente il recettore hA2A. Sono state applicate insieme le tecniche 
3D-QSAR (autoMEP/PLS&RSA) ed LBHM per disegnare l’ipotetico sito di legame degli 
antagonisti A2A. In particolare lo scopo è stato quello di unire le informazioni provenienti dai 
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due modelli QSAR, inerenti la predizione quantitativa dell’affinità, e dall’approccio LBHM, 
inerenti la predizione qualitativa della complementarietà ligando-recettore, per selezionare i 
candidati finali da sintetizzare. Si vuole inoltre dimostrare come l’utilizzo simultaneo di 
differenti metodologie 3D-QSAR permetta di creare un sistema bilanciato che consenta di 
minimizzare l’errore rispetto a quello che si può ottenere con un singolo metodo. 
Sul recettore hA2B è stato invece condotto uno studio, basato unicamente sull’impiego di un 
modello costruito tramite l’approccio del LBHM, allo scopo di disegnare nuovi antagonisti 
per il recettore hA2B.  
Tali studi, effettuati attraverso un lavoro di stretta collaborazione col gruppo del Prof. Moro di 
Padova, hanno lo scopo di ottenere dei modelli recettoriali che consentano sia di sviluppare 
razionalmente nuovi antagonisti adenosinici sia di ottenerne un’ottimizzazione ragionata. 
I composti predetti dai modelli e poi sintetizzati sono di natura pirazolo-triazolo-pirimidinica 
essendo tale scaffold quello più noto e ampiamente studiato e caratterizzato per i recettori 
adenosinici. 
Per quanto riguarda il recettore hA2A, è stato utilizzato un “training set” di 127 A2A-
antagonisti noti (figura 5.9), per ottenere i due modelli 3D-QSAR (autoMEPs/PLS e 
autoMEPs/RSA). Entrambi i modelli sono poi stati oggetto di validazione interna utilizzando 
un test set di 10 molecole strutturalmente correlate a quelle incluse nel training set. 
Contemporaneamente è stato costruito il modello del recettore hA2A tramite l’approccio del 
LBHM (figura 5.10 ). 
Le metodologie 3D-QSAR ed LBHM sono poi state impiegate in tandem per predire l’affinità 
di 5 nuovi A2A antagonisti a struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica (141-145) (figura 5.11). 
Per quanto riguarda invece il recettore hA2B, è stato costruito il modello solo mediante 
l’approccio del LBHM. In particolare sono stati utilizzati 100 A2B antagonisti noti, nessuno 
dei quali ha mostrato pose energeticamente stabili nel modello convenzionale costruito 
mediante RBHM (Rodopsin Based Homology Modeling). Con l’approccio LBHM sono state 
invece ottenute 3 diverse conformazioni del recettore. Il modello finale è stato quindi 
utilizzato per disegnare 4 nuovi A2B antagonisti, anche questi a struttura pirazolo-triazolo-
pirimidinica (80, 94, 100, 106). Tali nuovi derivati disegnati mediante questo approccio, 
ricalcano i determinanti farmacoforici degli antagonisti già noti. 
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Figura 5.9  Training Set di pirazolo-triazolo-pirimidine e triazolo-piridine note come A2A antagonisti 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.10 Metodo del LBHM 
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Figura 5.11 Diagramma dell’approccio (autoMEP/PLS&RSA e LBHM) utilizzato per la 
predizione di nuovi A2A antagonisti 
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5.3.3  Risultati e discussione 
 
 
 
Per quanto riguarda lo studio effettuato su A2A, entrambi i modelli 3D-QSAR risultano 
efficaci nella predizione di composti attivi verso il recettore A2A.  
In particolare il modello PLS presenta un’accettabile qualità statistica negli step sia di 
calibrazione che di validazione interna come dimostrano i valori di r e rcv.  
La robustezza di tale modello è poi supportata dal buon valore del coefficiente di correlazione 
calcolato sul test set (q = 0.85) (tabella 5.4). 
Il modello RSA è stato costruito utilizzando i medesimi training set e data set.  
Possiamo osservare come tale modello presenti un elevato coefficiente di correlazione  (r = 
0.98) per lo step di calibrazione a conferma dell’ottima scelta delle variabili indipendenti. 
Il coefficiente di correlazione di cross-validazione è buono (rcv = 0.82). 
Infine anche il coefficiente di correlazione calcolato sul test set (q = 0.87) è un’ulteriore prova 
della buona predittività di tale modello (tabella 5.5). 
Sono stati quindi calcolati i descrittori molecolari (vettori autoMEP) dei 5 nuovi composti e i 
dati ottenuti sono stati inseriti nei due modelli allo scopo di ottenere il valore di predizione 
della loro attività. 
In generale possiamo notare, osservando la tabella 5.6, come entrambi i metodi abbiano 
predetto i cinque derivati attivi nel range basso nM (valori di Ki compresi tra 50 e 150 nM); il 
modello autoMEP/RSA presenta una predittività più elevata rispetto al modello 
autoMEP/PLS (figura 5.14).  
Nonostante i modelli abbiano sovraestimato i valori di affinità di tutti i composti, gli 
antagonisti risultano comunque attivi nel range nM con valori di Ki compresi fra 230 e 750 
nM).  
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PLS Model 
Number of molecules 127 
Latent variables 3 
r 0.80 
rcv
a
 0.78 
rbs
b
 0.79 
Slope 0.62 
Offset 
-0.57 
qc 0.85 
RMRd 0.043 
(a)
 r di cross-validazione; (b)r di cross-validazione dopo “bootstrapping”; (c) r del test set 
interno; (d)“root mean square of residuals” 
 
Tabella 5.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.12 Modello autoMEP/PLS 
 
 
 
5. Validazione di modelli recettoriali 
 - 141 -
 
 
 RSA Model 
Number of molecules 127 
X variables 5 
r 0.98 
rcv
a
 
0.82 
Slope 0.68 
Offset -0.49 
qb 0.87 
RMRc 0.043 
(a)
 r di cross-validazione; (b)r del test set di validazione interna; (c) “root mean square of 
residuals” 
 
Tabella 5.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.13 Modello autoMEP/RSA 
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Comp. R pKi 
sperim. 
pKi predetto 
autoMEP/PLS 
pKi predetto 
autoMEP/RSA 
 
 pKi 
autoMEP/PLS 
 
 pKi 
autoMEP/PLS 
141 H -2.37 -1.96 -2.14 0.41 0.22 
142 3-CH3 -1.40 -1.86 -1.95 -0.46 -0.55 
143 2,6-Cl -2.45 -1.83 -1.94 0.62 0.51 
144 3-Cl -2.44 -1.67 -1.98 0.78 0.46 
145 4-CH3 -1.41 -1.82 -1.97 -0.41 -0.56 
 
Tabella 5.6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.14 Valori sperimentali di pKi (▲) del test set esterno (5 nuovi composti) comparati 
con i valori di pKi predetti da autoMEP/PLS (■) e da autoMEP/RSA (●). 
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Per quanto concerne il modello LBHM del recettore A2A, sono stati impiegati, come derivati 
di riferimento, uno dei composti usati nel data set e il nuovo composto 141, allo scopo di 
ottimizzare la cavità recettoriale A2A del modello convenzionale RBHM, in cui i composti 
non trovano pose favorevoli, e ottenere così il nuovo modello. Si è potuto constatare come il 
volume molecolare della cavità delimitata dai domini transmembrana sia cambiata da 660 Å3 , 
tipico appunto del modello standard costruito mediante RBHM, a 1330 Å3 del modello 
costruito mediante LBHM senza alterare la topologia recettoriale (figura 5.15). Questa 
riorganizzazione indotta dal ligando può essere dovuta al cambiamento conformazionale delle 
catene laterali in diversi residui amminoacidici.  
Il fatto che nessuno dei nuovi composti sintetizzati presenti una posa di docking 
energeticamente favorevole nel modello RBHM A2A,  sembra dovuto all’instaurarsi di 
interazioni destabilizzanti tipo Van der Waals che causano la completa perdita della 
complementarietà topologica ligando-recettore. 
Tali conflitti sterici vengono invece ridotti o del tutto eliminati nel modello LBHM. 
Nella figura 5.16 viene evidenziato il docking del derivato 141 nel modello recettoriale 
LBHM.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.15 
 
 
 
 
 
 
141 
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Figura 5.16 
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Lo stesso approccio del LBHM è stato inoltre impiegato per la costruzione del modello 
recettoriale A2B. 
In questo caso è stato utilizzato un data set di 100 A2B antagonisti noti (figura 5.17), nessuno 
dei quali ha mostrato pose energeticamente stabili nel modello convenzionale costruito 
mediante RBHM, la cui cavità delimitata dai domini trnsmembrana ha un volume di circa 610 
Å3.  
Con l’approccio del LBHM sono state invece ottenute tre diverse conformazioni del recettore 
(figura 5.18). I dati ottenuti dagli studi di docking molecolare effettuati su templati così 
eterogenei fra loro, hanno permesso di disegnare e predire l’affinità di 4 nuovi composti a 
struttura pirazolo-triazolo-pirimidinica (80, 94, 100, 106). Come si può osservare dalla tabella 
5.7 tutti i composti risultano attivi verso il recettore A2B nel range nM (11.5-29.1 nM). 
Anche in questo caso viene presentato il docking nel modello LBHM di uno dei nuovi 
derivati (figura 5.19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.17 
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Figura 5.18 
 
 
 
 
 
Figura 5.18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Comp. R hA1 hA2A hA2B hA3 
80 CH3 139 216 29.1 0.25 
94 CH2CH3 156 131 18.3 0.98 
100 (CH2)2CH3 80.2 46.5 13.3 0.93 
106 (CH2)3CH3 129 114 11.5 1.20 
 
Tabella 5.7 
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Figura 5.19 
 
 
5.3.4  Conclusioni 
 
In conclusione questi studi hanno dimostrato come l’impiego di tali metodologie sia 
promettente al fine di trovare nuovi potenti antagonisti per i recettori adenosinici. 
Il modello A2A infatti, pur sovraestimando l’attività dei composti, ha comunque correttamente 
predetto una buona affinità nel range nM.  
E’ stato inoltre dimostrato che l’approccio del LBHM (figura 5.10) rappresenti un 
interessante e promettente tool per simulare la riorganizzazione del recettore indotta dal 
legame col ligando ed è confermata la sua utilità nel disegno di nuove strutture quali 
antagonisti adenosinici. 
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CAPITOLO 6: PARTE SPERIMENTALE 
 
 
6.1 Chimica 
 
6.1.1 Generale 
 
Le reazioni sono state seguite mediante cromatografia su strato sottile (TLC) su gel di silice 
(F254 Merck). 1H NMR è stato effettuato in soluzioni di CDCl3 o DMSO-d6 con uno 
spettrometro Varian Gemini 200; i valori dei picchi sono stati determinati in parti per milione 
(δ) utilizzando come standard interno il tetrametilsilano, e i valori delle costanti di 
accoppiamento (J) sono state fornite in Hz. L’etere di petrolio si riferisce alle frazioni di 
ebollizione comprese fra 40-60 °C. I punti di fusione sono stati determinati con uno strumento 
Buchi-Tottoli e non sono stati corretti. Le colonne cromatografiche sono state preparate 
utilizzando gel di silice Merck 60-200. 
 
 
6.1.2  Derivati xantinici (49a-j, 50a-j) 
 
La preparazione del nucleo 8-nitrodipropilxantinico è ampiamente nota in letteratura e quindi 
non viene riportata. 
 
 
I - Preparazione di 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-nitrofenil)1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina(59a) e di  1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-
metil-8-(4-nitrofenil)1,2,3,4-tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (59). 
 
 
 
 
Ad una miscela di idrazonoilbromuro (0,46 gr, 1.8 mmol) e 8-nitroteofillina (57a) o 8-
nitrodipropilxantina (57) (1.8 mmol) in diossano anidro (10 ml), si addiziona TEA (0,26 ml, 
1,8 mmol). La miscela di reazione viene lasciata a riflusso per 10 ore al termine delle quali si 
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rimuove il solvente a pressione ridotta. Il solido ottenuto viene filtrato, lavato con etanolo e 
cristallizzato da etilacetato-etere di petrolio per ottenere il prodotto finale. 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-nitrofenil)1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-
f]purina (59a). 
Resa 85%; solido marrone; p.f. > 300 °C (etilacetato-e tere di petrolio); IR (KBr): 
1685, 1670, 1610, 1545, 1350 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.95 (s, 3H); 3.43 (s, 
3H); 3.66 (s, 3H); 8.29 (d, 2H, J=9); 8.39 (d, 2H, J=9). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-nitrofenil)1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (59). 
Resa 92%; solido marrone; p.f. 246 °C (etilacetato-ete re di petrolio); IR (KBr): 
1684, 1673, 1610, 1545, 1350 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.01 (t, 6H, J=6.7); 
1.71-1.78 (m, 4H); 2.95 (s, 3H); 3.96 (t, 2H, J=6.7); 4.12 (t, 2H, J=6.7); 8.26 (d, 2H, 
J=9); 8.33 (d, 2H, J=9). 
 
 
 
 
II - Preparazione di 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-amminofenil)1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (60a) e di  1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-
metil-8-(4-amminofenil)1,2,3,4-tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (60).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ad una soluzione del nitroderivato (59, 59a:1 gr, 2.8 mmol) in diossano (20 ml), si 
addizionano idrazina idrata (0.61 ml, 19.1 mmol) e C-Pd 10% (0.09 mg). 
La miscela di reazione viene quindi lasciata a riflusso per 20 minuti al termine dei quali si 
filtra la miscela su celite e si rimuove il solvente a pressione ridotta. 
Il solido ottenuto viene quindi cristallizzato da etilacetato-etere di petrolio per dare 
l’amminoderivato finale. 
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 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-amminofenil)1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (60a). 
Resa 95%; solido marrone; p.f. 275-278°C (etilacetato- etere di petrolio); IR (KBr): 
3350, 1683, 1675, 1611 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.89 (s, 3H); 3.43 (s, 3H); 
3.65 (s, 3H); 3.79 (bs, 2H); 6.78 (d, 2H, J=9); 7.80 (d, 2H, J=9). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-(4-amminofenil)1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (60). 
Resa 99%; solido bianco; p.f. 225 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3353, 
1685, 1675, 1611 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.02 (t, 6H, J=6.7); 1.73-1.81 (m, 
4H); 2.90 (s, 3H); 3.85 (bs, 2H); 3.95 (t, 2H, J=6.7); 4.14 (t, 2H, J=6.7); 6.80 (d, 
2H, J=9); 7.81 (d, 2H, J=9). 
 
 
 
III - Procedura generale per la preparazione delle 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-
metil-8-(sostituite)1,2,3,4-tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purine (49a-j) e delle 
1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-(sostituite)1,2,3,4-tetraidro [1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purine (50a-j). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ad una soluzione del derivato amminico (60, 60a: 0.1 gr, 0,28 mmol) in diossano anidro (10 
ml) si addizionano l’appropriato acilcloruro (1,2 eq) e TEA (48,5 µl, 0,34 mmol). 
La miscela di reazione viene quindi lasciata sotto agitazione a temperatura ambiente per 6 ore 
al termine delle quali si filtra la miscela di reazione per eliminare la TEA cloridrata. Il 
solvente viene quindi concentrato a pressione ridotta. Il residuo viene cristallizzato da 
appropriata miscela di solventi per dare i composti finali. 
 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((fenil-acetil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49a). 
Resa 78%; solido giallo pallido; p.f. 265 °C (etilacet ato-etere di petrolio); IR (KBr): 
3340, 1698, 1680, 1673, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.90 (s, 3H); 3.41 (s, 
3H); 3.69 (s, 3H); 5.12 (s, 2H); 7.28-7.43 (m, 5H); 7.61 (d, 2H, J=9); 7.85 (d, 2H, 
J=9); 9.23 (bs, 1H). 
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 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((difenil-acetil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina(49b).  
Resa 70%; solido giallo pallido; p.f. 275-278 °C (eti lacetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3320, 1690, 1670, 1665, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.87 (s, 3H); 
3.43 (s, 3H); 3.68 (s, 3H); 4.87 (s, 1H); 7.17-7.35 (m, 10H); 7.75 (d, 2H, J=9); 7.83 
(d, 2H, J=9); 10.35 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-(acetilammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (49c). 
Resa 95%; solido giallo pallido; p.f. > 300 °C (etila cetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3335, 1690, 1675, 1668, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.02 (s, 3H); 
2.73 (s, 3H); 3.41 (s, 3H); 3.82 (s, 3H); 7.68 (d, 2H; J=9); 7.88 (d, 2H, J=9); 10.01 
(bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-(benzoilammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (49d). 
Resa 80%; solido giallo pallido; p.f. >300 °C (etilace tato-etere di petrolio); IR (KBr): 
3330, 1690, 1670, 1665, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.75 (s, 3H); 3.46 (s, 
3H); 3.82 (s, 3H); 7.47-7.55 (m, 5H); 7.84 (s, 4H); 10.37 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((propanoil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49e). 
Resa 68%; solido giallo; p.f. 238-240 °C (etilacetato- etere di petrolio); IR (KBr): 
3325, 1695, 1675, 1665, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 0.97 (t, 3H, J=6.7); 
1.22-1.27 (m, 2H); 2.15 (t, 2H, J=6.7); 2.78 (s, 3H); 3.39 (s, 3H); 3.73 (s, 3H); 7.71 
(d, 2H, J=9); 7.92 (d, 2H, J=9); 10.03 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((pentanoil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro 
[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49f). 
Resa 73%; solido giallo pallido; p.f. 270-273 °C (eti lacetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3325, 1690, 1673, 1660, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 0.91 (t, 3H, 
J=6.7); 1.21-1.30 (m, 4H); 1.47-1.59 (m, 2H); 2.29 (t, 2H, J=6.7); 2.79 (s, 3H); 3.27 
(s, 3H); 3.75 (s, 3H); 7.70 (d, 2H, J=9); 7.97 (d, 2H, J=9); 10.01 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((4-bifenil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49g). 
Resa 89%; solido giallo; p.f. 255-257 °C (etilacetato- etere di petrolio); IR (KBr): 
3330, 1690, 1678, 1664, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.73 (s, 3H); 3.45 (s, 
3H); 3.85 (s, 3H); 7.21-7.39 (m, 4H); 7.45-7.95 (m, 9H); 10.41 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((adamantil-carbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49h). 
Resa 78%; solido marrone chiaro; p.f. 255-257 °C (etil acetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3340, 1695, 1678, 1665, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.53-1.98 (m, 
6H); 2.08-2.15 (m, 6H); 2.67-2.98 (m, 3H); 2.78 (s, 3H); 3.01-3.11 (m, 1H); 3.40 (s, 
3H); 3.85 (s, 3H); 7.91 (s, 4H); 9.28 (bs, 1H). 
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 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((2-tienil-carbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49i). 
Resa 65%; solido marrone chiaro; p.f. >300 °C (etilacet ato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3330, 1690, 1674, 1660, 1620, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.78 (s, 
3H); 3.32 (s, 3H); 3.62 (s, 3H); 7.21-7.23 (m, 1H); 7.78-7.83 (m, 1H); 7.85 (s, 4H); 
7.91-8.07 (m, 1H); 10.27 (bs, 1H). 
 
 1,3-dimetil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((4-metossifenilcarbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (49j). 
Resa 87%; solido marrone chiaro; p.f. 240-242 °C (etil acetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3320, 1690, 1675, 1668, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.77 (s, 3H); 
3.30 (s, 3H); 3.50 (s, 3H); 3.81 (s, 3H); 7.02 (d, 2H, J=9); 7.89 (s, 4H); 7.98 (d, 2H, 
J=9); 10.23 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((fenil-acetil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro 
[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50a). 
Resa 80%; solido bianco; p.f. 202 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3345, 
1698, 1683, 1675, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.04 (t, 6H, J=6.7); 1.70-1.80 
(m, 4H); 2.91 (s, 3H); 3.97 (t, 2H, J=6.7); 4.15 (t, 2H, J=6.7); 5.10 (s, 2H); 7.28-
7.45 (m, 5H); 7.62 (d, 2H, J=9); 7.88 (d, 2H, J=9); 9.20 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((difenil-acetil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50b). 
Resa 80%; solido bianco; p.f. 230 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3320, 
1690, 1670, 1665, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.04 (t, 6H, J=6.7); 1.70-1.80 
(m, 4H); 2.85 (s, 3H); 3.96 (t, 2H, J=6.7); 4.20 (t, 2H, J=6.7); 4.87 (s, 1H); 7.17-
7.35 (m, 10H); 7.75 (d, 2H, J=9); 7.83 (d, 2H, J=9); 10.35 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-(acetilammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro[1,2,4]-
triazolo[3,4-f]purina (50c). 
Resa 95%; solido bianco; p.f. 263-265 °C (etilacetato-e tere di petrolio); IR (KBr): 
3335, 1690, 1675, 1668, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.01 (t, 6H, J=6.7); 
1.71-1.76 (m, 4H); 2.05 (s, 3H); 2.77 (s, 3H); 3.92 (t, 2H, J=6.7); 4.23 (t, 2H, 
J=6.7); 7.65 (d, 2H; J=9); 7.84 (d, 2H, J=9); 10.10 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-(benzoilammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50d). 
Resa 77%; solido bianco; p.f. 215-218 °C (etilacetato-e tere di petrolio); IR (KBr): 
3325, 1690, 1672, 1665, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.04 (t, 6H, J=6.7); 
1.73-1.80 (m, 4H);  2.77 (s, 3H); 3.90 (t, 2H, J=6.7); 4.21 (t, 2H, J=6.7); 7.45-7.57 
(m, 5H); 7.88 (s, 4H); 10.31 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((propanoil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro 
[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50e). 
Resa 77%; solido bianco; p.f. 205 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3325, 
1694, 1673, 1665, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 0.97 (t, 3H, J=6.7); 1.02 (t, 
6H, J=6.7); 1.22-1.27 (m, 4H); 1.73-1.81 (m, 4H);  2.15 (t, 2H, J=6.7); 2.78 (s, 3H); 
3.85 (t, 2H, J=6.7); 4.11 (t,2H, J=6.7); 7.70 (d, 2H, J=9); 7.91 (d, 2H, J=9); 10.13 
(bs, 1H). 
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 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((pentanoil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro 
[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50f). 
Resa 76%; solido bianco; p.f. 195 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3323, 
1692, 1673, 1663, 1610 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 0.91 (t, 3H, J=6.7); 1.02 (t, 
6H, J=6.7); 1.21-1.30 (m, 4H); 1.47-1.59 (m, 2H); 1.73-1.81 (m, 4H); 2.29 (t, 2H, 
J=6.7); 2.81 (s, 3H); 3.89 (t, 2H, J=6.7); 4.17 (t, 2H, J=6.7); 7.72 (d, 2H, J=9); 7.97 
(d, 2H, J=9); 10.01 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((4-bifenil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro 
[1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50g). 
Resa 92%; solido bianco; p.f. 229 °C (etilacetato-eter e di petrolio); IR (KBr): 3330, 
1693, 1677, 1665, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.03 (t, 6H, J=6.7); 1.70-1.83 
(m, 4H); 2.75 (s, 3H); 3.90 (t, 2H, J=6.7); 4.22 (t, 2H, J=6.7); 7.20-7.35 (m, 4H); 
7.47-7.90 (m, 9H); 10.32 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((adamantil-carbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50h). 
Resa 80%; solido giallo pallido; p.f. 164 °C (etilacet ato-etere di petrolio); IR (KBr): 
3335, 1693, 1675, 1662, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.03 (t, 6H, J=6.7); 
1.53-2.03 (m, 10H);2.06-2.18 (m, 6H); 2.57-2.88 (m, 3H); 2.82 (s, 3H); 3.04-3.15 
(m, 1H); 3.93 (t, 2H, J=6.7); 7.90 (s, 4H); 9.45 (bs, 1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((2-tienil-carbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-
tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina (50i). 
Resa 73%; solido giallo chiaro; p.f. 250-253 °C (etila cetato-etere di petrolio); IR 
(KBr): 3335, 1693, 1670, 1661, 1620, 1600 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.03 (t, 
6H, J=6.7); 1.70-1.83 (m, 4H); 2.78 (s, 3H); 3.92 (t, 2H, J=6.7); 4.18 (t, 2H, J=6.7); 
7.20-7.25 (m, 1H); 7.73-7.81 (m, 1H); 7.87 (s, 4H); 7.91-8.02 (m, 1H); 10.33 (bs, 
1H). 
 
 1,3-di-n-propil-2,4-dioxo-6-metil-8-[4-((4-
metossifenilcarbonil)ammino)fenil]1,2,3,4-tetraidro [1,2,4]-triazolo[3,4-f]purina 
(50j). 
Resa 93%; solido giallo pallido; p.f. 265 °C (etilacet ato-etere di petrolio); IR (KBr): 
3323, 1688, 1675, 1667, 1605 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 1.02 (t, 6H, J=6.7); 
1.73-1.81 (m, 4H); 2.77 (s, 3H); 3.30 (s, 3H); 3.88 (t, 2H, J=6.7); 4.20 (t, 2H, 
J=6.7); 7.02 (d, 2H, J=9); 7.89 (s, 4H); 7.98 (d, 2H, J=9); 10.23 (bs, 1H). 
 
 
 
6.1.3  Derivati Pirazolo-Triazolo-Pirimidinici (63-145, 147,148) 
 
La sintesi dei nuclei 5-ammino-pirazolo-triazolo-pirimidinici è ampiamente nota in letteratura 
e quindi non viene riportata. Viene descritta solo la sintesi regioselettiva del composto 5-
ammino-N8-pirazolo-triazolo-pirimidinico fino allo step per l’ottenimento di N2-metil-
cianamminopirazolo: gli step successivi non sono riportati perchè seguono procedura nota 
come per gli altri nuclei. 
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I - Procedura per la preparazione della N1-metil-N2-benzilidenidrazina (182). 
 
 
 
 
 
 
A 6.9 g (0.15 mol) di metilidrazina (180) vengono addizionati 25 ml di etanolo e 15.9 g (0.15 
mol) di benzaldeide (181) e la miscela viene agitata per tre ore in bagno termostatato. 
L’etanolo viene quindi rimosso a pressione ridotta e la soluzione residua estratta con etere. La 
fase eterea viene anidrificata e l’etere viene rimosso. Il residuo oleoso ottenuto viene distillato 
alla pressione di 20 mmHg. Si ottiene un olio giallo pallido con p.e. 129-133°C. 
 
 
II - Procedura per la preparazione del   - N2-benziliden-N1-metilidrazina--
ciano-acrilonitrile (183). 
 
 
 
 
 
 
 
A 13.4 gr (0.1 mol) di N1-metil-N2-benzilidenidrazina (182) in 20 ml di toluene si addiziona 
una soluzione di 12.2 g (0.115 mol) di etossimetilenmalononitrile in 30 ml di toluene e si 
pone a riflusso per un’ora.  
Poi si lascia raffreddare e si filtra. Il filtrato viene cristallizzato in etanolo e si ottengono 17 gr 
(0.081 mol) di prodotto (183). 
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III - Procedura per la preparazione di N2-metil-cianamminopirazolo (184). 
 
 
 
 
 
 
 
Si sospendono 10 gr (0.048) di β-N2-benziliden-N1-metilidrazina-α-cianoacrilonitrile (183) in 
30 ml di etanolo bollente e 4.5 ml di acido cloridrico concentrato e si lascia a riflusso per 30 
minuti. Quindi si evapora il solvente e il solido ottenuto viene trattato con etere etilico (30 ml) 
e si scalda per altri 10 minuti; successivamente si raffredda e si filtra. Il solido viene ripreso 
con 8 ml di NaOH 5N e la fase acquosa così ottenuta viene estratta per 5 o 6 volte con 
cloroformio. Le fasi organiche vengono poi riunite, anidrificate e concentrate per dare il 
prodotto desiderato che si presenta come un solido giallo (184). 
Resa 78%; solido giallo; p.f. 118 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3300-2950, 2110, 
1610, 1530 cm-1; 1H-NMR (DMSO-d6) δ:3.80 (s, 3H); 7.30 (s, 1H); 5.2 (bs, 2H). 
 
 
IV - Procedura generale per la preparazione delle 5-eteroarilcarbamoil 
amminopirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidine  (63, 64, 66, 74-79). 
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Il composto amminico (0,5 gr, 1.95 mmol, 185) viene disciolto in diossano (15 ml) e poi si 
addizionano 5 eq. dell’arilacilazide appropriata (186-194). La miscela viene scaldata a riflusso 
per 18 ore. Il solvente viene in seguito rimosso a pressione ridotta e il residuo viene purificato 
mediante flash cromatografia ( a gradiente da EtOAc/ MeOH 9:1 a EtOAc/MeOH 8:2) su gel 
di silice pretrattato con ammoniaca gassosa per dare il composto finale desiderato (63, 64, 66, 
74-79). 
 
 
 5-[ [ (4-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (63). 
Resa 50%; solido giallo pallido; p.f. 269-272 °C (met anolo/dietiletere); IR (KBr): 
3240-2950, 1668, 1625, 1610, 1510, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.09 (s, 
3H); 6.72 (dd, 1H, J=4); 7.22 (d, 1H, J=4); 7.50 (d, 2H, J=9); 7.93 (d, 1H, J=2); 
8.43 (d, 2H, J=9); 8.70 (s, 1H); 10.91 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 376.5. 
 
 5-[ [ (3-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (64). 
Resa 55%; solido giallo pallido; p.f. 183 °C (metanol o/dietiletere); IR (KBr): 3245-
2965, 1666, 1620, 1610, 1512, 1453 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.09 (s, 3H); 
6.74 (dd, 1H, J=2,  J=4); 7.23 (d, 1H, J=4); 7.36-7.41 (m, 1H); 7.91 (s, 1H); 7.94-
8.01 (m, 1H); 8.37 (d, 1H, J=2); 8.65-8.71 (m, 1H); 8.82 (s, 1H); 9.95 (bs, 1H); 
10.60 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 376.5.  
 
 5-[ [ (2-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (66). 
Resa 64%; solido marrone chiaro; p.f. 175 °C (metanolo /dietiletere); IR (KBr): 
3245-2968, 1665, 1510, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.10 (s, 3H); 6.73 (dd, 
1H, J=2,  J=4); 7.02-7.19 (m, 1H); 7.22 (d, 1H, J=4); 7.43-7.61 (m, 1H);7.79-7.85 
(m, 1H); 7.90-8.01 (m, 1H); 8.24 (d, 1H, J=2); 8.72 (s, 1H); 8.95 (bs, 1H); 10,92 
(bs, 1H). ES-MS: (MH+) 376.5. 
 
 5-[ [ (2-furil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-
triazolo[1,5-c] pirimidina (74). 
Resa 45%; solido marrone; p.f. 182 °C (metanolo/dieti letere); IR (KBr): 3245-2970, 
1660, 1610, 1510, 1445 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.15 (s, 3H); 6.73-6.85 (m, 
2H); 7.02-7.19 (m, 2H); 7.79-7.85 (m, 1H); 7.90-8.01 (m, 1H); 8.24 (d, 1H, J=2); 
8.74 (s, 1H); 8.97 (bs, 1H); 11.02 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 365.3. 
 
 5-[ [ (3-furil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-
triazolo[1,5-c] pirimidina (75). 
Resa 63%; solido marrone; p.f. 193 °C (metanolo/dieti letere); IR (KBr): 3240-2985, 
1665, 1610, 1520, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.08 (s, 3H); 6.62-6.73 (m, 
2H); 7.22-7.35 (m, 2H); 7.59-7.65 (m, 1H); 7.95 (s, 1H); 8.11 (s, 1H); 8.63 (bs, 1H); 
10.89 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 365.3. 
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 5-[ [ (benzofuran-2-il) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (76). 
Resa 58%; solido giallo; p.f. 192 °C (metanolo/dietil etere); IR (KBr): 3242-2975, 
1668, 1610, 1515, 1460 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.09 (s, 3H); 6.79 (dd, 1H, 
J=2, J=4); 7.05-7.19 (m, 2H); 7.24 (d, 1H, J=4); 7.42-7.59 (m, 2H); 8.01 (d, 1H, 
J=2); 8.79 (s, 1H); 10.22 (bs, 1H); 11.59 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 415.4. 
 
 5-[ [ (chinolin-2-il) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (77). 
Resa 60%; solido marrone; p.f. 190 °C (metanolo/dieti letere); IR (KBr): 3240-2985, 
1665, 1600, 1515, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.07 (s, 3H); 6.78 (dd, 1H, 
J=2, J=4); 7.22 (d, 1H, J=4); 7.40-7.57 (m, 2H); 7.63-7.85 (m, 3H); 8.03 (d, 1H, 
J=2); 8.23-8.31 (m, 1H); 8.67 (s, 1H); 10.21 (bs, 1H); 11.13 (bs, 1H). ES-MS: 
(MH+) 426.4. 
 
 5-[ [ (2-metil-tiofene-2-il) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-
pirazolo[4,3-e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (78). 
Resa 70%; solido marrone; p.f. 195 °C (metanolo/dieti letere); IR (KBr): 3240-2975, 
1670, 1605, 1510, 1445 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.27 (s, 3H); 4.05 (s, 3H); 
6.34 (d, 1H, J=4); 6.62 (dd, 1H, J=2, J=4); 6.98 (d, 1H, J=4); 7.21 (d, 1H, J=4); 
7.78 (d, 1H, J=2); 8.21 (s, 1H); 9.65 (bs, 1H); 11.38 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 395.4. 
 
 5-[ [ (3-metil-tiofene-2-il) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-
pirazolo[4,3-e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (79). 
Resa 55%; solido marrone; p.f. 170 °C (metanolo/dieti letere); IR (KBr): 3245-2965, 
1667, 1615, 1513, 1455 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.39 (s, 3H); 4.05 (s, 3H); 
6.62 (dd, 1H, J=2, J=4); 6.79 (d, 1H, J=4); 6.97 (d, 1H, J=4); 7.21 (d, 1H, J=4); 
7.82 (d, 1H, J=2); 8.19 (s, 1H); 8.65 (bs, 1H); 10.01 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 395.4. 
 
 
 
 
V -  Procedura generale per la preparazione delle 5-[ [ (piridil) ammino] 
carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] 
pirimidine cloridrate (38, 65, 67.). 
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Il derivato piridilico (63, 64, 66) (50 mg, 0.13 mmol) viene disciolto in metanolo (1 ml) e si 
addiziona una soluzione di metanolo saturata con HCl gassoso (2 ml) a 0 °C. Si lascia sotto 
agitazione alla stessa temperatura per 30 minuti; il solvente viene quindi rimosso a pressione 
ridotta per dare il corrispondente sale (38, 65, 67). 
 
 
 5-[ [ (4-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina cloridrato (38). 
Solido bianco; p.f. 223-225 °C (metanolo/dietiletere ); IR (KBr): 3420-2910, 1667, 
1620, 1610, 1510, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.64 (s, 3H); 6.20 (dd, 1H, 
J=2, J=4); 6.62 (d, 1H, J=4); 7.25 (d, 2H, J=9); 7.67 (d, 1H, J=2); 7.93 (d, 2H, J=9); 
8.27 (s, 1H, J=4); 8.63 (s, 1H). 
 
 5-[ [ (3-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina cloridrato (65). 
Solido bianco; p.f. 223-225 °C (metanolo/dietiletere ); IR (KBr): 3425-2900, 1665, 
1625, 1610, 1520, 1455 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.60 (s, 3H); 6.18 (dd, 1H, 
J=2, J=4); 6.57 (d, 1H, J=4); 7.20 (d, 2H, J=9); 7.61-7.78 (m, 1H); 7.80 (s, 1H); 
7.95-8.01 (m, 1H); 8.21 (d, 1H, J=4); 8.62 (s, 1H). 
 
 5-[ [ (2-piridil) ammino] carbonil] ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 
1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina cloridrato (67). 
Solido bianco; p.f. 223-225 °C (metanolo/dietiletere ); IR (KBr): 3425-2900, 1665, 
1625, 1610, 1520, 1455 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.62 (s, 3H); 6.21 (dd, 1H, 
J=2, J=4); 6.55 (d, 1H, J=4); 7.18 (d, 2H, J=9); 7.31-7.45 (m, 1H); 7.58 (s, 1H); 
7.75-7.93 (m, 1H); 8.23 (s, 1H). 
 
 
 
VI - Procedura generale per la preparazione dei derivati iodidrici delle [ 3-(2-
furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidin-5-
il)ureido]N-metil piridine (68-70). 
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Il composto piridinico (63, 64, 66) (50 mg, 0.13 mmol) viene sciolto in acetonitrile (10 ml) e 
si aggiunge un piccolo eccesso di ioduro di metile (2 eq.). Si lascia agitare a 40 °C per 5 ore al 
termine delle quali si rimuove il solvente a pressione ridotta ottenendo il corrispondente sale 
(68-70). 
 
 4-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]N-metil piridina iodata (68). 
Solido giallo; p.f. 221°C (metanolo/dietiletere); I R (KBr): 3340-2750, 1665, 1615, 
1610, 1505, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.41 (s, 3H); 4.07 (s, 3H); 6.78 (dd, 
1H, J=2, J=4); 7.21 (d, 1H, J=4); 7.99 (d, 2H, J=9); 8.01 (d, 1H, J=2); 8.65 (d, 2H, 
J=9); 8.79 (s, 1H); 9.05 (bs, 1H); 11.18 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 391.4. 
 
 3-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]N-metil piridina iodata (69). 
Solido giallo; p.f. 224°C  (metanolo/dietiletere); IR (KBr): 3335-2760, 1668, 1615, 
1605, 1515, 1465 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.43 (s, 3H); 4.05 (s, 3H); 6.68 (dd, 
1H, J=2, J=4); 7.21 (d, 1H, J=4); 7.35-7.42 (m, 1H); 7.95 (s, 1H); 7.97-8.03 (m, 
1H); 8.21 (d, 1H, J=4); 8.61-8.75 (m, 1H); 8.79 (s, 1H); 9.99 (bs, 1H); 10.61 (bs, 
1H). ES-MS: (MH+) 391.4. 
 
 2-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]N-metil piridina iodata (70). 
Solido giallo; p.f. 194°C (metanolo/dietiletere); I R (KBr): 3350-2770, 1670, 1625, 
1610, 1510, 1455 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.18 (s, 3H); 4.06 (s, 3H); 6.79 (dd, 
1H, J=2, J=4); 7.05-7.19 (m, 1H); 7.25 (d, 1H, J=4); 7.59-7.91 (m,2H); 8.04 (d, 1H, 
J=2); 8.21-8.25 (d, 1H, J=4); 8.79 (s, 1H); 8.90 (bs, 1H); 10.87 (bs, 1H). ES-MS: 
(MH+) 391.4. 
 
 
 
VII - Procedura generale per la preparazione dei derivati N-ossidi delle [ 3-(2-
furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidin-5-
il)ureido] piridine (71-73). 
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Il composto piridinico  (63, 64, 66: 50 mg, 0.13 mmol) viene disciolto in THF (10 ml) e si 
addiziona un eccesso di mCPBA (3 eq.). Si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per 
12 ore. Il prodotto finale viene precipitato e poi filtrato (71-73). 
 
 
 4-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]-piridina N-ossido (71). 
Resa 75%; solido giallo pallido; p.f. 198 °C (metanol o/dietiletere); IR (KBr): 3345-
2745, 1668, 1615, 1610, 1505, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.05 (s, 3H); 
6.77 (dd, 1H, J=2, J=4); 7.20 (d, 1H, J=4); 7.59 (d, 2H, J=9); 7.99 (d,1H, J=2); 8.21 
(d, 2H, J=9); 8.65 (s, 1H); 9.15 (bs, 1H); 10.98 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 392.3. 
 
 3-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]-piridina N-ossido (72). 
Resa 80%; solido giallo pallido; p.f. 185 °C (metanol o/dietiletere); IR (KBr): 3245-
2975, 1665, 1620, 1520, 1450, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.04 (s, 3H); 
6.78 (dd, 1H, J=2, J=4); 7.21 (d, 1H, J=4); 7.38-7.44 (m, 1H); 7.96 (s,1H); 7.99-
8.07 (m, 1H); 8.47 (d, 1H, J=2); 8.75-8.91 (m, 1H); 8.95 (s, 1H); 9.65 (bs, 1H); 
10.73 (bs, 1H). ES-MS: (MH+) 392.3. 
 
 2-[3-(2-furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)ureido]-piridina N-ossido (73). 
Resa 78%; solido giallo pallido; p.f. 192 °C (metanol o/dietiletere); IR (KBr): 3255-
2957, 1668, 1610, 1511, 1465 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.06 (s, 3H); 6.68 (dd, 
1H, J=2, J=4); 7.00-7.15 (m, 1H); 7.20 (d, 1H, J=4); 7.36-7.41 (m,1H); 7.75-7.82 
(m,1H); 7.97-8.04 (m, 1H); 8.27 (d, 1H, J=2); 8.79 (s, 1H); 10.95 (bs, 1H); 12.01 
(bs, 1H). ES-MS: (MH+) 392.3. 
 
 
 
VIII - Procedura generale per la preparazione della  
5-[(Aril)carbonil]ammino-8-(ar)alchil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e] 1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (80-145, 147, 148). 
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Gli ammino composti (174-179, 185, 10 mmol) sono stati sciolti in THF distillato (15 ml) e 
addizionati con l’appropriato cloruro dell’acido (13 mmol) e trietilammina (13 mmol). La 
miscela è stata lasciata a riflusso, in atmosfera inerte per 18 ore. Successivamente è stato 
rimosso il solvente a pressione ridotta e il residuo è stato disciolto in EtOAc (30 ml) e lavato 
due volte con acqua (15 ml). La fase organica è stata anidrificata con Na2SO4 per poi essere 
concentrata a pressione ridotta. Il residuo è stato quindi purificato mediante flash 
cromatografia (EtOAc/etere di petrolio 4:6) per dare il prodotto desiderato (80-145, 147, 148). 
 
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (80) 
Resa 85%, solido bianco; p.f. 253 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3240-
2975, 1680, 1615, 1590, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.01 (s, 3H); 5.62 (s, 1H); 
6.71 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.04-7.43 (m, 11H); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 
11.38 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (81) 
Resa 77%, solido giallo pallido; p.f. 256 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3230-2980, 1675, 1620, 1585, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.01 (s, 2H); 4.19 
(s, 3H); 6.70 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.25-7.48 (m, 5H); 7.59-
7.71 (m, 4H); 7.96 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 10.96 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (82) 
Resa 91%, solido giallo; p.f. 212 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3235-2975, 
1678, 1617, 1588, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.00 (s, 2H); 4.17 (s, 3H); 6.73 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.23-7.38 (m, 3H); 7.43 (s, 1H); 7.99 (d, 
1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 11.15 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (83) 
Resa 95%, solido marrone; p.f. 165 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2978, 1675, 1614, 1584, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.15 (s, 3H); 5.03 (s, 2H); 
6.67 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01 (d, 2H, J = 9); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.38 (d, 2H, J = 
9); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 11.04 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Metossibenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (84) 
Resa 83%, solido giallo; p.f. 212 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3227-2983, 
1673, 1610, 1582, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.62 (s, 3H); 3.85 (s, 2H); 4.12 
(s, 3H); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.88 (d, 2H, J = 9); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.24 (d, 
2H, J = 9); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 10.96 (bs, 1H). 
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 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (85) 
Resa 68%, solido marrone; p.f. 210 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2985, 1670, 1615, 1587, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.16 (s, 3H); 4.22 (s, 2H); 
6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.07 (d, 1H, J = 2); 7.21 (d, 
1H, J = 4); 7.44 (d, 1H, J = 4); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H).  
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (86) 
Resa 71%, solido marrone; p.f. 200 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3234-
2990, 1668, 1613, 1578, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.02 (s, 2H); 4.16 (s, 3H); 
6.69 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.07 (d, 1H, J = 4); 7.23 (d, 1H, J = 4); 7.41 (s, 1H); 
7.43 (d, 1H, J = 4); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 10.99 (bs, 1H). 
 
 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (87) 
Resa 87%, solido gaillo; p.f. 209 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3250-2977, 
1682, 1615, 1590, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.15 (s, 3H); 4.19 (s, 2H); 6.62 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.39-7.58 (m, 3H); 7.68-7.89 (m, 4H); 
7.99 (d, 1H, J = 4); 8.79 (s, 1H); 11.01 (bs, 1H). 
 
 5-[(α-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (88) 
Resa 87%, solido giallo pallido; p.f. 205 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3240-2985, 1675, 1613, 1584, 1511 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.13 (s, 3H); 4.42 
(s, 2H); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.40-7.61 (m, 4H); 7.75-
7.85 (m, 3H); 7.98 (d, 1H, J = 4); 8.78 (s, 1H); 11.08 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Trifluorobenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (89) 
Resa 97%, solido giallo pallido; p.f. 212 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2980, 1670, 1613, 1580, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.08 (s, 2H); 4.12 
(s, 3H); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.61 (d, 2H, J = 9); 7.74 (d, 
2H, J = 9); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 11.19 (bs, 1H).  
 
 5-[(Fenossimetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (90) 
Resa 74%, solido marrone; p.f. 140 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3235-
2975, 1674, 1618, 1592, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.18 (s, 3H); 5.01 (s, 2H); 
6.65 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.85-7.08 (m, 3H); 7.15-7.40 (m, 3H); 7.99 (d, 1H, J = 
2); 8.80 (s, 1H); 10.77 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Clorofenossimetil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (91) 
Resa 83%, solido marrone; p.f. 145 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2980, 1670, 1615, 1590, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.28 (s, 3H); 5.03 (s, 2H); 
6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01 (d, 2H, J = 9); 7.18 (d, 1H, J = 4); 7.31 (d, 2H, J = 
9); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.78 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H). 
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 5-[(4-Fluorobenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (92) 
Resa 86%, solido marrone; p.f. 192 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3232-
2986, 1673, 1616, 1590, 1511 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.01 (s, 2H); 4.18 (s, 3H); 
6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.23 (d, 2H, J = 9); 7.41 (d, 2H, J = 
9); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.00 (bs, 1H). 
 
 5-[(2,6-Diclorobenzil)carbonil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (93) 
Resa 70%, solido giallo; p.f. 170 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3228-2983, 
1675, 1614, 1591, 1513 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 4.08 (s, 2H); 4.15 (s, 3H); 6.69 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.31-7.59 (m, 3H); 7.99 (d, 1H, J = 2); 
8.84 (s, 1H); 11.15 (bs, 1H). 
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (94) 
Resa 92%, solido bianco; p.f. 205 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3234-
2977, 1676, 1612, 1588, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1.42 (t, 3H, J = 6.7), 4.21 
(q, 2H, J = 6.7); 5.64 (s, 1h); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.04-7.43 (m, 11H); 8.00 
(d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 11.40 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (95) 
Resa 72%, solido giallo pallido; p.f. 105 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3226-2975, 1673, 1610, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1. 44 (t, 3H, J = 
6.7), 4.01 (s, 2H); 4.40 (q, 2H, J = 6.7); 6.72 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J = 
4); 7.22-7.58 (m, 5H); 7.62-7.81 (m, 4H); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 10.96 
(bs, 1H). 
 
 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (96) 
Resa 65%, solido marrone; p.f. 113 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2985, 1670, 1618, 1589, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1.43 (t, 3H, J = 6.7); 4.21 
(s, 2H); 4.43 (q, 2H, J = 6.7); 6.73 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.00 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.04 (d, 1H, J = 2); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.41 (d, 1H, J = 4); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.91 
(s, 1H); 11.05 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (97) 
Resa 68%, solido marrone igroscopico (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3244-
2991, 1674, 1615, 1590, 1514 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1.49 (t, 3H, J = 6.7); 4.40 
(q, 2H, J = 6.7); 4.51 (s, 2H); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.00 (d, 1H, J = 4); 7.15 
(d, 1H, J = 4); 7.35 (s, 1H); 7.45 (d, 1H, J = 4); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 
10.35 (bs, 1H).  
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 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (98) 
Resa 91%, solido giallo pallido; p.f. 97 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3235-2987, 1676, 1620, 1587, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1.47 (t, 3H, J = 6.7); 
4.18 (s, 2H); 4.41 (q, 2H, J = 6.7); 6.78 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 
7.36-7.60 (m, 3H); 7.77-7.99 (m, 4H); 8.01 (d, 1H, J = 4); 8.83 (s, 1H); 11.05 (bs, 
1H). 
 
 5-[(α-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-etil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (99) 
Resa 90%, solido giallo pallido; p.f. 135 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3238-2980, 1676, 1611, 1580, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 1.46 (t, 3H, J = 6.7); 
4.41 (q, 2H, J = 6.7); 4.53 (s, 2H); 6.67 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 
7.41-7.64 (m, 4H); 7.79-7.99 (m, 3H); 8.01 (d, 1H, J = 4); 8.84 (s, 1H); 11.05 (bs, 
1H).  
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (100) 
Resa 85%, solido bianco; p.f. 212 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3235-
2980, 1673, 1610, 1592, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.91 (t, 3H, J = 6.7), 1.81-
1.99 (m, 2H); 4.39 (t, 2H, J = 6.7); 5.61 (s, 1H); 6.67 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.08-
7.58 (m, 11H); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.35 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (101) 
Resa 79%, solido giallo pallido; p.f. 218 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3235-2985, 1676, 1620, 1587, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.93 (t, 3H, J = 6.7), 
1.83-1.94 (m, 2H); 4.01 (s, 2H); 4.37 (t, 2H, J = 6.7); 6.76 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.20 (d, 1H, J = 4); 7.25-7.59 (m, 5H); 7.61-7.79 (m, 4H); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.81 
(s, 1H); 11.03 (bs, 1H). 
 
 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (102) 
Resa 75%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3237-
2980, 1672, 1614, 1565, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.91 (t, 3H, J = 6.7), 1.81-
2.01 (m, 2H); 4.21 (s, 2H); 4.38 (t, 2H, J = 6.7); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.03 (d, 1H, J = 2); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.39 (d, 1H, J = 4); 
7.97 (d, 1H, J = 2); 8.85 (s, 1H); 11.07 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (103) 
Resa 63%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2975, 1670, 1618, 1587, 1508 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.87 (t, 3H, J = 6.7), 1.78-
1.98 (m, 2H); 4.01 (s, 2H); 4.37 (t, 2H, J = 6.7); 6.71 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.05 (d, 
1H, J = 4); 7.13 (d, 1H, J = 4); 7.39 (s, 1H); 7.49 (d, 1H, J = 4); 7.98 (d, 1H, J = 2); 
8.83 (s, 1H); 10.98 (bs, 1H). 
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 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (104) 
Resa 82%, solido giallo pallido; p.f. 80 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3230-2980, 1680, 1615, 1584, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.85 (t, 3H, J = 6.7), 
1.80-2.01 (m, 2H); 4.19 (s, 2H); 4.35 (t, 2H, J = 6.7); 6.75 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.23 (d, 1H, J = 4); 7.40-7.62 (m, 3H); 7.80-7.95 (m, 4H); 7.99 (d, 1H, J = 4); 8.81 
(s, 1H); 11.07 (bs, 1H). 
 
 5-[(α-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (105) 
Resa 75%, solido giallo pallido; p.f. 170 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3230-2985, 1675, 1615, 1583, 1506 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.85 (t, 3H, J = 6.7), 
1.79-1.99 (m, 2H); 4.35 (t, 2H, J = 6.7); 4.53 (s, 2H); 6.77 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.22 (d, 1H, J = 4); 7.40-7.63 (m, 4H); 7.79-8.00 (m, 3H); 8.03 (d, 1H, J = 4); 8.83 
(s, 1H); 11.18 (bs, 1H).  
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (106) 
Resa 75%, solido bianco; p.f. 195 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3230-
2985, 1672, 1615, 1600, 1520 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.81 (t, 3H, J = 6.7), 1.01-
1.28 (m, 2H); 1.78-1.99 (m, 2H); 4.38 (t, 2H, J = 6.7); 5.65 (s, 1H); 6.68 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.04-7.55 (m, 11H); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 11.37 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (107) 
Resa 83%, solido giallo pallido; p.f. 180 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3235-2985, 1676, 1620, 1587, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.83 (t, 3H, J = 6.7), 
1.05-1.25 (m, 2H); 1.69-1.99 (m, 2H); 4.00 (s, 2H); 4.39 (t, 2H, J = 6.7); 6.63 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.18 (d, 1H, J = 4); 7.21-7.55 (m, 5H); 7.59-7.76 (m, 4H); 7.93 (d, 
1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.00 (bs, 1H).  
 
 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (108) 
Resa 66%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2975, 1675, 1610, 1580, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.81 (t, 3H, J = 6.7), 1.08-
1.35 (m, 2H); 1.68-2.00 (m, 2H); 4.21 (s, 2H); 4.37 (t, 2H, J = 6.7); 6.66 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 6.99 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.02 (d, 1H, J = 2); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.41 
(d, 1H, J = 4); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.83 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (109) 
Resa 60%, solido marrone igroscopico (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2985, 1673, 1615, 1580, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.83 (t, 3H, J = 6.7), 1.04-
1.38 (m, 2H); 1.69-2.01 (m, 2H); 4.01 (s, 2H); 4.39 (t, 2H, J = 6.7); 6.75 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.08 (d, 1H, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.41 (s, 1H); 7.58 (d, 1H, J = 4); 
7.99 (d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 10.97 (bs, 1H).  
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 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (110) 
Resa 88%, solido giallo pallido; p.f. 170 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2985, 1673, 1611, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.86 (t, 3H, J = 6.7), 
1.14-1.31 (m, 2H); 1.79-2.01 (m, 2H); 4.17 (s, 2H); 4.36 (t, 2H, J = 6.7); 6.77 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.40-7.59 (m, 3H); 7.81-7.99 (m, 4H); 8.01 (d, 
1H, J = 4); 8.84 (s, 1H); 11.09 (bs, 1H).  
 
 5-[(α-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-n-butil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (111) 
Resa 75%, solido giallo pallido; p.f. 95 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3227-2982, 1673, 1619, 1580, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.85 (t, 3H, J = 6.7), 
1.14-1.29 (m, 2H); 1.73-1.98 (m, 2H); 4.35 (t, 2H, J = 6.7); 4.49 (s, 2H); 6.73 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.39-7.61 (m, 4H); 7.78-8.00 (m, 3H); 8.01 (d, 
1H, J = 4); 8.82 (s, 1H); 11.04 (bs, 1H).  
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (112) 
Resa 78%, solido bianco; p.f. 180 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3235-
2980, 1677, 1618, 1585, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.83 (d, 6H, J = 7); 1.35-
1.45 (m, 1H); 1.71-1.81 (m, 2H); 4.38 (t, 2H. J = 6.7); 5.64 (s, 1H); 6.75 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.14-7.45 (m, 11H); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.83 (s, 1H); 11.35 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (113) 
Resa 74%, solido giallo pallido; p.f. 130 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2975, 1672, 1610, 1575, 1513 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.84 (d, 6H, J = 7); 
1.38-1.57 (m, 1H); 1.70-1.82 (m, 2H); 4.01 (s, 2H); 4.40 (t, 2H. J = 6.7); 6.72 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.26-7.51 (m, 5H); 7.57-7.69 (m, 4H); 7.97 (d, 
1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H).  
 
 5-[(3-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (114) 
Resa 89%, solido giallo pallido; p.f. 95 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3235-2987, 1676, 1610, 1580, 1500 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.83 (d, 6H, J = 7); 
1.35-1.55 (m, 1H); 1.69-1.80 (m, 2H); 4.04 (s, 2H); 4.40 (t, 2H. J = 6.7); 6.69 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.22-7.34 (m, 3H); 7.44 (s, 1H); 8.00 (d, 1H, J 
= 2); 8.78 (s, 1H); 11.05 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (115) 
Resa 86%, solido bianco; p.f. 92 °C (EtOAc-etere di pet rolio); IR (KBr): 3225-2975, 
1672, 1610, 1590, 1507 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.85 (d, 6H, J = 7); 1.36-1.55 
(m, 1H); 1.66-1.81 (m, 2H); 4.38 (t, 2H. J = 6.7); 5.01 (s, 2H); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J 
= 4); 7.01 (d, 2H, J = 9); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.37 (d, 2H, J = 9); 7.99 (d, 1H, J = 2); 
8.90 (s, 1H); 11.15 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Metossibenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (116) 
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Resa 80%, solido giallo; p.f. 75 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3225-2978, 
1676, 1620, 1589, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.84 (d, 6H, J = 7); 1.37-1.53 
(m, 1H); 1.62-1.80 (m, 2H); 3.65 (s, 3H); 3.89 (s, 2H); 4.35 (t, 2H. J = 6.7); 6.69 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.85 (d, 2H, J = 9); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.26 (d, 2H, J = 9); 
7.97 (d, 1H, J = 2); 8.85 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H).  
 
 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (117) 
Resa 71%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3225-
2975, 1675, 1613, 1590, 1520 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.82 (d, 6H, J = 7); 1.33-
1.52 (m, 1H); 1.67-1.83 (m, 2H); 4.25 (s, 2H); 4.39 (t, 2H. J = 6.7); 6.67 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.02 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.07 (d, 1H, J = 2); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.43 
(d, 1H, J = 4); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 11.13 (bs, 1H).  
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (118) 
Resa 65%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3230-
2980, 1673, 1615, 1585, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.85 (d, 6H, J = 7); 1.33-
1.54 (m, 1H); 1.65-1.83 (m, 2H); 4.05 (s, 2H); 4.37 (t, 2H. J = 6.7); 6.68 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.05 (d, 1H, J = 4); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.39 (s, 1H); 7.42 (d, 1H, J = 4); 
7.99 (d, 1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.12 (bs, 1H).  
 
 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (119) 
Resa 80%, solido giallo; p.f. 180 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3225-2970, 
1676, 1610, 1584, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.84 (d, 6H, J = 7); 1.30-1.57 
(m, 1H); 1.69-1.81 (m, 2H); 4.21 (s, 2H); 4.41 (t, 2H. J = 6.7); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J 
= 4); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.36-7.55 (m, 3H); 7.67-7.89 (m, 4H); 7.98 (d, 1H, J = 4); 
8.81 (s, 1H); 11.08 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Trifluorobenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (120) 
Resa 97%, solido giallo pallido; p.f. 95 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3230-2984, 1684, 1620, 1575, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.86 (d, 6H, J = 7); 
1.38-1.57 (m, 1H); 1.67-1.83 (m, 2H); 4.13 (s, 2H); 4.39 (t, 2H. J = 6.7); 6.66 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.61 (d, 2H, J = 9); 7.72 (d, 2H, J = 9); 7.99 
(d, 1H, J = 2); 8.82 (s, 1H); 11.01 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Fluorobenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (121) 
Resa 90%, solido giallo pallido; p.f. 133 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3235-2990, 1680, 1610, 1585, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.82 (d, 6H, J = 7); 
1.31-1.54 (m, 1H); 1.66-1.83 (m, 2H); 3.99 (s, 2H); 4.39 (t, 2H. J = 6.7); 6.68 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.14 (d, 1H, J = 4); 7.19 (d, 2H, J = 9); 7.37 (d, 2H, J = 9); 7.95 
(d, 1H, J = 2); 8.86 (s, 1H); 11.02 (bs, 1H). 
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 5-[(4-Clorofenossimetil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (122) 
Resa 88%, solido giallo pallido; p.f. 220 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2977, 1682, 1618, 1578, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.82 (d, 6H, J = 7); 
1.31-1.53 (m, 1H); 1.67-1.80 (m, 2H); 4.38 (t, 2H. J = 6.7); 5.11 (s, 2H); 6.67 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.02 (d, 2H, J = 9); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.33 (d, 2H, J = 9); 7.99 
(d, 1H, J = 2); 8.81 (s, 1H); 11.11 (bs, 1H). 
 
 5-[(2,6-Diclorobenzil)carbonil]ammino-8-isopentil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (123) 
Resa 70%, solido bianco; p.f. 130 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3225-
2975, 1677, 1615, 1580, 1506 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 0.86 (d, 6H, J = 7); 1.33-
1.56 (m, 1H); 1.71-1.85 (m, 2H); 4.37 (s, 2H); 4.39 (t, 2H. J = 6.7); 6.67 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J = 4); 7.29-7.57 (m, 3H); 8.01 (d, 1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 
11.03 (bs, 1H). 
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (124) 
Resa 94%, solido bianco; p.f. 109 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3215-
2970, 1680, 1615, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.46 (t, 2H, J = 7); 4.52 (t, 
2H, J = 7); 5.60 (s, 1H); 6.71 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.05-7.48 (m, 16H); 7.98 (d, 
1H, J = 2); 8.80 (s, 1H); 11.28 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (125) 
Resa 80%, solido giallo pallido; p.f. 95 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3225-2975, 1678, 1615, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.46 (t, 2H, J = 7); 
4.01 (s, 2H); 4.52 (t, 2H, J = 7); 6.70 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.06-7.69 (m, 15H); 
7.96 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 11.01 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (126) 
Resa 89%, solido giallo pallido; p.f. 83 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3235-2990, 1679, 1613, 1577, 1505 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.48 (t, 2H, J = 7); 
5.09 (s, 2H); 4.50 (t, 2H, J = 7); 6.78 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J = 4); 
7.21-7.40 (m, 9H); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.68 (s, 1H); 10.99 (bs, 1H).  
 
 5-[(2-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (127) 
Resa 71%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3220-
2980, 1678, 1610, 1585, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.43 (t, 2H, J = 7); 4.54 (t, 
2H, J = 7); 4.71 (s, 2H); 6.69 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.02-7.41 (m, 9H); 7.97 (d, 1H, 
J = 2); 8.78 (s, 1H); 10.11 (bs, 1H). 
 
 5-[(3-Tienilmetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (128) 
Resa 67%, solido marrone igroscopico; (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3220-
2980, 1675, 1610, 1580, 1512 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.46 (t, 2H, J = 7); 4.45 
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(s, 2H); 4.52 (t, 2H, J = 7); 6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01 7.39 (m, 9H); 7.98 (d, 1H, J = 
2); 8.79 (s, 1H); 10.87 (bs, 1H).  
 
 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (129) 
Resa 77%, solido bianco; p.f. 113 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3220-
2970, 1681, 1610, 1575, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.43 (t, 2H, J = 7); 4.40 
(s, 2H); 4.61 (t, 2H, J = 7 Hz); 6.66 (dd, 1H, J = 2 Hz, J = 4 Hz); 7.07-7.14 (m, 5H); 
7.23-7.36 (m, 4H); 7.83-7.99 (m, 4H); 8.02 (d, 1H, J = 4 Hz); 8.84 (s, 1H); 11.11 
(bs, 1H).  
 
 5-[(4-Clorofenossimetil)carbonil]ammino-8-(2-feniletil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (130) 
Resa 88%, solido giallo pallido; p.f. 232 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3220-2977, 1676, 1610, 1575, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 3.43 (t, 2H, J = 7); 
4.02 (s, 2H); 4.63 (t, 2H, J = 7 Hz); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.02-7.49 (m, 10H); 
7.94 (d, 1H, J = 2); 8.67 (s, 1H); 11.04 (bs, 1H).  
 
 5-[(Difenilmetil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (131) 
Resa 80%, solido giallo pallido; p.f. 193 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2980, 1677, 1610, 1595, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.20 (t, 2H, J = 7); 
2.55-2.65 (m, 2H); 4.41 (t, 2H, J = 7); 5.68 (s, 1H); 6.75 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.01-7.57 (m, 16H); 7.99 (d, 1H, J = 2); 8.87 (s, 1H); 11.39 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Bifenilmetil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (132) 
Resa 76%, solido giallo; p.f. 150 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3225-2980, 
1674, 1610, 1575, 1515 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.20 (t, 2H, J = 7); 2.55-2.65 
(m, 2H); 4.41 (t, 2H, J = 7); 4.59 (s, 2H); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.00-7.73 (m, 
15H); 8.17 (d, 1H, J = 2); 9.13 (s, 1H); 11.33 (bs, 1H).  
 
 5-[(3-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (133) 
Resa 95%, solido bianco; p.f. 98 °C (EtOAc-etere di pet rolio); IR (KBr): 3230-2985, 
1675, 1610, 1580, 1508 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.20 (t, 2H, J = 7); 2.55-2.65 
(m, 2H); 4.01 (s, 2H); 4.41 (t, 2H, J = 7); 6.73 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.02-7.61 (m, 
10H); 7.96 (d, 1H, J = 2); 8.86 (s, 1H); 11.09 (bs, 1H). 
 
 5-[(4-Clorobenzil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (134) 
Resa 78%, solido giallo; p.f. 101 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3225-2980, 
1674, 1610, 1580, 1508 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.22 (t, 2H, J = 7); 2.52-2.64 
(m, 2H); 4.40 (t, 2H, J = 7); 4.53 (s, 2H); 6.60 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.04-7.58 (m, 
10H); 8.18 (d, 1H, J = 2); 9.10 (s, 1H); 11.05 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Metossibenzil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (135) 
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Resa 80%, solido giallo pallido; p.f. 78 °C (EtOAc-ete re di petrolio); IR (KBr): 
3230-2995, 1683, 1615, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.23 (t, 2H, J = 7); 
2.52-2.65 (m, 2H); 3.27 (s, 3H); 3.90 (s, 2H); 4.40 (t, 2H, J = 7); 6.71 (dd, 1H, J = 
2, J = 4); 6.87 (d, 2H, J = 9); 7.05-7.21 (m, 8H); 7.94 (d, 1H, J = 2); 8.85 (s, 1H); 
10.96 (bs, 1H).  
 
 5-[(β-Naftilmetil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (136) 
Resa 77%, solido bianco; p.f. 113 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3225-
2980, 1679, 1610, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.21 (t, 2H, J = 7); 2.53-
2.65 (m, 2H); 4.16 (s, 2H); 4.40 (t, 2H, J = 7); 6.68 (dd, 1H, J = 2 Hz, J = 4 Hz); 
7.02-7.14 (m, 5H); 7.21-7.33 (m, 4H); 7.80-7.98 (m, 4H); 8.00 (d, 1H, J = 4 Hz); 
8.86 (s, 1H); 11.07 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Fluorobenzil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (137) 
Resa 75%, solido giallo; p.f. 90 °C (EtOAc-etere di pe trolio); IR (KBr): 3230-2990, 
1675, 1615, 1580, 1510 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.23 (t, 2H, J = 7); 2.51-2.63 
(m, 2H); 3.98 (s, 2H); 4.38 (t, 2H, J = 7); 6.72 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.01-7.58 (m, 
10H); 7.96 (d, 1H, J = 2); 8.86 (s, 1H); 11.03 (bs, 1H).  
 
 5-[(4-Clorofenossimetil)carbonil]ammino-8-(3-fenilpropil)-2-(2-furil)-
pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (138) 
Resa 95%, solido giallo pallido; p.f. 166 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2985, 1675, 1612, 1578, 1513 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.24 (t, 2H, J = 7); 
2.48-2.59 (m, 2H); 4.38 (t, 2H, J = 7); 5.12 (s, 2H); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.97 
(d, 2H, J = 9); 7.05-7.45 (m, 8H); 7.80 (d, 1H, J = 2); 8.47 (s, 1H); 10.32 (bs, 1H).  
 
 5-[(2,6-Diclorobenzil)carbonil]ammino-8-(2-fenilpropil)-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (139) 
Resa 86%, solido giallo pallido; p.f. 210 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3225-2993, 1679, 1610, 1575, 1508 cm-1; 1H NMR (CDCl3)  : 2.25 (t, 2H, J = 7); 
2.46-2.58 (m, 2H); 4.40 (t, 2H, J = 7); 4.99 (s, 2H); 6.62 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.08-7.40 (m, 9H); 8.20 (d, 1H, J = 2); 9.22 (s, 1H); 11.53 (bs, 1H).  
 
 5-[[4(4-clorobenzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (140) 
Resa 80%, solido giallo; p.f. 200 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3230-2970, 
1665, 1625, 1580, 1515 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.18 (s, 3H); 4.43 (s, 2H); 
5.00 (s, 2H); 6.58 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.96 (d, 2H, J = 9); 7.03-7.38 (m, 6H); 7.40 
(s, 1H); 7.73 (d, 1H, J = 2); 8.19 (s, 1H); 9.08 (bs, 1H).  
 
 5-[[4(benzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (141) 
Resa 83%, solido giallo; p.f. 148 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3235-2990, 
1675, 1610, 1570, 1520 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.90 (s, 2H); 4.11 (s, 3H); 
5.06 (s, 2H); 4.99 (s, 2H); 6.79 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.92 (d, 2H, J = 9); 7.07-7.35 
(m, 8H); 7.37 (d, 2H, J = 9); 7.94 (d, 1H, J = 2); 8.77 (s, 1H); 10.82 (bs, 1H).  
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 5-[[4(3-metilbenzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (142) 
Resa 70%, solido giallo; p.f. 135 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3230-2980, 
1670, 1620, 1550, 1510 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.25 (s, 3H); 3.99 (s, 2H); 
4.15 (s, 3H); 5.55 (s, 2H); 6.73 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.85-7.45 (m, 9H); 7.61 (d, 
1H, J = 2); 8.06 (s, 1H); 9.85 (bs, 1H).  
 
 5-[[4(2,6-diclorobenzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (143) 
Resa 80%, solido giallo pallido; p.f. 151 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3230-2975, 1668, 1625, 1570, 1505 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 3.99 (s, 2H); 
4.47 (s, 2H); 6.60 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.97 (d, 2H, J = 9); 7.03-7.32 (m, 6H);  
7.88 (d, 1H, J = 2); 8.07 (s, 1H); 9.25 (bs, 1H).  
 
 5-[[4(3-clorobenzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (144) 
Resa 77%, solido giallo; p.f. 183 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3230-2970, 
1665, 1625, 1580, 1515 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.18 (s, 3H); 4.43 (s, 2H); 
5.00 (s, 2H); 6.58 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.96 (d, 2H, J = 9); 7.03-7.38 (m, 6H); 7.40 
(s, 1H); 7.73 (d, 1H, J = 2); 8.19 (s, 1H); 9.08 (bs, 1H).  
 
 5-[[4(4-metilbenzilossi)fenil-acetil]ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (145) 
Resa 77%, solido giallo; p.f. 128 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3240-2985, 
1677, 1618, 1570, 1525 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 2.23 (s, 3H); 3.98 (s, 2H); 
4.18 (s, 3H); 4.65 (s, 2H); 6.83 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.98 (d, 2H, J = 9); 7.05 (d, 
2H, J = 9); 7.25 (d, 1H, J = 4); 7.27 (d, 2H, J = 9); 7.29 (d, 2H, J = 9); 7.85 (d, 1H, 
J = 2); 8.23 (s, 1H); 9.25 (bs, 1H).  
 
 5-(benzoil)ammino-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo [4,3-e]-1,2,4-triazolo [1,5-c] 
pirimidina (147) 
Resa 78%, solido giallo pallido; p.f. 240 °C (EtOAc-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3425-2965, 1675, 1645, 1620, 1545, 1450 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.42 (s, 
3H); 6.65 (dd, 1H, J=2, J=4); 7.24 (d, 1H, J=4); 7.41-7.62 (m, 4H); 7.85-7.98 (m, 
2H); 8.14 (s, 1H); 9.87 (bs, 1H). 
 
 5-benzensulfonammido-8-metil-2-(2-furil)-pirazolo [4,3-e]-1,2,4-triazolo [1,5-c] 
pirimidina (148)  
Resa 62%, solido bianco; p.f. >300 °C (EtOAc-etere di p etrolio); IR (KBr): 3375-
2985, 1640, 1600, 1540, 1355, 1150 cm-1; 1H NMR (DMSO-d6)  : 4.39 (s, 3H); 
6.68 (dd, 1H, J=2, J=4); 7.22 (d, 1H, J=4); 7.38-7.59 (m, 4H); 7.88-8.02 (m, 2H); 
8.11 (s, 1H); 11.05 (bs, 1H). 
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6.1.4  Derivati adeninici  
I - Procedura per la sintesi della 9-propiladenina (196) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’adenina (226; 0.50 g, 3.70 mmol) viene posta in DMF anidra, sotto N2 e sotto agitazione; si 
aggiunge K2CO3 (0.83 g, 5.97 mmol) quindi il propilioduro (0.433 mL, 4.44 mmol) e si lascia 
sotto agitazione a temperatura ambiente per 16h. La reazione viene monitorata tramite TLC 
utilizzando CHCl3:CH3OH:cC6H12 75:15:10 + 3gtt NH3/CH3OH . 
Si purifica su colonna cromatografica eluendo con CHCl3:CH3OH: 98:2. 
 
 9-Propiladenina (196) 
Resa 79%,; solido bianco; p.f. = 173-175°C; 1H-NMR (DM SO-d6)  : 0.85 (t, 3H, J 
= 7.4, CH3); 1.82 (m, 2H, CH2-CH3); 4.11 (t, 2H, J = 7.0, CH2-N); 7.21 (bs, 2H, 
NH2); 8.15 (s, 2H, H-2 and H-8). 
 
 7-Propiladenina (196a) 
Resa 9%; solido bianco; p.f. > 250°C; 1H-NMR (DMSO-d6 )  : 0.86 (t, 3H, J = 7.3, 
CH3); 1.91 (m, 2H, CH2-CH3); 4.26 (t, 2H, J = 7.0, CH2-N); 7.75 (s, 1H, H-2); 7.85 
(bs, 2H, NH2); 8.34 (s, 1H, H-8). 
 
 
II - Procedura per la sintesi della 2-cloro-9-propiladenina (197) 
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La 2,6-dicloropurina (227, 1.0 g, 5.29 mmol) viene solubilizzata in DMF (14 mL); alla 
soluzione si aggiungono K2CO3 anidro (1.18 g, 66.12 mmol) e  1-iodopropano (0.59 mL, 6.08 
mmol). 
Si pone sotto agitazione a temperatura ambiente per la notte. Monitoraggio tramite TLC in 
cC6H12-EtOAc (50:50). Si filtrano i sali e il grezzo viene cromatografato su colonna eluendo 
con cC6H12-EtOAc (75:25). Il composto ottenuto è il 228. 
Per ottenere il composto 197 si fa condensare NH3 in un sistema chiuso raffreddato con N2 
liquido. Si aggiunge il derivato 228 (0.46 gr, 1.97 mmol), si chiude il sistema e si lascia la 
notte a temperatura ambiente. Si monitora tramite TLC con CHCl3-CH3OH (97:3). 
Si lascia evaporare l’NH3 a temperatura ambiente. Il grezzo si cromatografa su colonna flash 
eluendo con CHCl3-CH3OH (99:1). 
 2,6-Dicloro-9-propiladenina (228) 
Resa 55%, p.f = 58-59°C; 1H-NMR (DMSO-D6)   0.86 (t, 3H, J = 7.5 Hz, H2CH3), 
1.85 (m, 2H, CH2CH3), 4.21 (t, 2H, J = 7.2 Hz, N-CH2), 8.76 (s, 1H, H-8).  
 
 2-Cloro-9-propiladenina (197) 
Resa 75%, p.f. = 224-226 °C; 1H-NMR (DMSO-D6)   0.84 (t, 3H, J = 7.3 Hz, 
CH2CH3), 1.79 (m, 2H, CH2CH3), 4.05 (t, 2H, J = 7.2 Hz, N-CH2), 7.72 (s, 2H, 
NH2), 8.15 (s, 1H, H-8).    
 
III - Procedura generale per i coupling della serie 9-propiladeninica 
(198-205) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N
N N
N
NH2
R-COOH N
N N
N
NH R
O
N
N N
N
NH2
Cl
R-COOH
N
N N
N
NH R
O
Cl
toluene anidro / DCI
toluene anidro / DCI
 
196 
197 
198-201 
202-205 
6. Parte sperimentale 
 - 175 -
 
Si pone l’acido (0.53 o 0.47 mmol rispettivamente per 196 o 197) in toluene anidro (3 mL); si 
aggiunge CDI (1,1’-carbonildiimidazolo 0.53 o 0.47 mmol rispettivamente per 196 o 197) e si 
pone in bagno ad olio a 90 °C sotto flusso di N2, per 1 ora. 
Trascorso questo tempo si aggiungono i nuclei adeninici 196 (0.10 g, 0.53 mmol) o 197 (0.10 
g, 0.47 mmol) e si pone a 120 °C per la notte. Monitoraggio tramite TLC con CHCl3 : CH3OH 
(95:5). 
Si evaporano le sostanze volatili, il grezzo si cromatografa su colonna flash.  
 
 6-[(4-Bromofenil)acetil]ammino-9-propiladenina (198)  
Resa 59%; solido bianco; p.f. = 149-151°C;  1H-NMR (DMSO-d6)  : 0.83 (t, 3H, J = 
7.2 ); 1.84 (m, 2H); 3.89 (s, 2H); 4.19 (t, 2H, J = 7.1); 7.30 (d, 2H, J = 8.4); 7.51 (d, 
2H, J = 8.4); 8.47 (s, 1H); 8.62 (s, 1H); 10.91 (s, 1H).  
 
 6-[(4-(4-Bromobenzilossi)fenil)acetil]ammino-9-propiladenina (199)  
Resa 58%; solido bianco; p.f. = 154-156°C;  1H-NMR (DMSO-d6)  : 0.85 (t, 3H, J = 
7.5); 1.85 (m, 2H); 3.82 (s, 2H); 4.21 (t, 1H, J = 7.0); 5.07 (s, 2H); 6.95 (d, 2H, J = 
8.8); 7.27 (d, 2H, J = 8.4); 7.40 (d, 2H, J = 8.4); 7.58 (d, 2H, J = 8.4); 8.48 (s, 1H); 
8.62 (s, 1H); 10.81 (s, 1H).  
 
 6-[(4-(4-Metilbenzilossi)fenil)acetil]ammino-9-propiladenina (200) 
Resa 35%; solido bianco; p.f. = 131-132°C;  1H-NMR (DM SO-d6)  : 0.83 (t, 3H, J 
= 7.3); 1.84 (m, 2H); 2.28 (s, 3H); 3.80 (s, 2H); 4.20 (t, 2H, J = 7.1); 5.02 (s, 2H); 
6.93 (d, 2H, J = 8.4); 7.24 (m, 6H); 8.47 (s, 1H); 8.62 (s, 1H); 10.83 (s, 1H).  
 
 6-[(4-Benzilossifenil)acetil]ammino-9-propiladenina (201) 
Resa 52%; solido bianco;  p.f. = 121-123°C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 083(t, 3H, J = 
7.5), 1.84 (m, 2H); 3.80 (s, 2H); 4.19 (t, 2H, J = 7.1); 5.07 (s, 2H); 6.95 (d, 2H, J = 
8.4); 7.25 (d, 2H, J = 8.8); 7.37 (m, 5H); 8.47 (s, 1H); 8.62 (s, 1H); 10.82 (s, 1H).  
 
 6-[(4-Bromofenil)acetil]ammino-2-cloro-9-propiladenina (202) 
Resa 26%; solido bianco; p.f. = 164-166°C;  1H-NMR (DMSO-d6)  : 0.84 (t, 3H, J = 
7.5); 1.83 (m, 2H); 3.88 (s, 2H); 4.15 (t, 2H, J = 6.9); 7.30 (d, 2H, J = 8.4); 7.53 (d, 
2H, J = 8.4); 8.50 (s, 1H); 11.25 (s, 1H).  
 
 6-[(4-(4-Bromobenzilossi)fenil)acetil]ammino-2-cloro-9-propiladenina (203) 
Resa 5%; solido bianco; p.f. = 176-178°C;  1H-NMR (DMSO-d6)  : 0.81 (t, 3H, J = 
7.5); 1.79 (m, 2H); 3.76 (s, 2H); 4.12 (t, 2H, J = 7.4); 5.03 (s, 2H); 6.92 (d, 2H, J = 
8.6); 7.22 (d, 2H, J = 8.4); 7.36 (d, 2H, J = 8.4); 7.54 (d, 2H, J = 8.4); 8.46 (s, 1H); 
11.11 (s, 1H).  
 
 6-[(4-Benzilossifenil)acetil]ammino-2-cloro-9-propiladenina (204)  
Resa 17%; solido bianco; p.f. = 150-152°C;  1H-NMR (DMSO-d6)  : 0.84 (t, 3H, J = 
7.3); 1.82 (m, 2H); 3.79 (s, 2H); 4.14 (t, 2H, J = 7.0); 5.07 (s, 2H); 6.95 (d, 2H, J = 
8.6); 7.25 (d, 2H, J = 8.4); 7.37 (m, 5H); 8.49 (s, 1H); 11.16 (s, 1H). 
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 6-{[(4-Metossibenzilossi)fenil]acetil}ammino-2-cloro-9-propiladenina (205) 
Resa 29%; solido bianco; p.f. = 174-176°C; 1H-NMR (DMS O-d6)   :  0.84 (t, 3H, J 
= 7.4); 1.82 (m, 2H); 3.73 (s, 3H); 3.79 (s, 3H); 4.14 (t, 2H, J = 7.0); 4.98 (s, 2H); 
6.92 (d, 2H, J = 8.0); 6.93 (d, 2H, J = 8.4); 7.24 (d, 2H, J = 8.4); 7.35 (d, 2H, J = 
8.4); 8.49 (s, 1H); 11.15 (s, 1H).  
 
IV -  Procedura per la sintesi della 6-cloro-N4-metilpirimidina-4,5-
diammina (230)  
 
 
 
 
 
 
 
 
In un sistema chiuso, raffreddato a – 80 °C, si pone la 5-ammino-4,6-dicloropirimidina (229, 
500 mg, 3.05 mmol), EtOH (13 mL), metilammina (circa 1 mL) e TEA (1.3 mL), e si mette a 
caldo a 55 °C per 3 ore. La reazione viene monitorata tramite TLC (CHCl3-cEs-CH3OH 
70:20:10). La miscela di reazione viene cromatografata su colonna, eluendo con CHCl3-cEs-
CH3OH: 70:20:10. Si ottiene così il composto 230. 
Resa 93%; solido bianco; p.f. = 165-167 °C; 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 2.89 (d, 3H, J = 4.4); 
4.96 (br s, 2H); 6.86 (br q, 1H, J = 4.4); 7.75 (s, 1H). 
 
V - Procedura per la sintesi della 6-cloro-9-metil-8-(4-
idrossifenil)adenina (231) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N
N Cl
NH2
Cl
N
N NH
NH2
Cl
CH3NH2 / TEA
EtOH
 
N
N NH
NH2
Cl
N
N N
N
Cl
OH
HO
O
H
in CH3OH
CH3COOH1.
2. FeCl3
 
229 230 
230 231 
6. Parte sperimentale 
 - 177 -
Il composto 230 (300 mg, 1.89 mmol) viene disciolto in CH3OH (8 mL), si aggiunge la 4-
idrossibenzaldeide (281 mg, 2.3 mmol) quindi l'acido acetico (250 µL, 4.4 mmol) e si pone 
sotto agitazione a temperatura ambiente. La reazione si monitora tramite TLC (CHCl3-
cC6H12-CH3OH 70:25:5). La reazione non va a completezza. Si evaporano le sostanze volatili 
e il residuo si riprende con EtOH anidro e  si aggiunge FeCl3. Si pone la miscela in bagno ad 
olio a 85 °C per 6 h; poi lasciando a temperatura ambiente precipita il composto 231. 
Resa 62%; solido bianco; p.f. = 203-206 °C; 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 3.92 (s, 3H); 6.98 (d, 
2H, J = 8.4); 7.84 (d, 2H, J = 8.4);  8.75 (s, 1H); 10.23 (s, 1H). 
 
VI - Procedura per la sintesi della 9-metil-8-[4-idrossifenil]-adenina 
(206) 
 
 
 
 
 
 
 
La 6-Cloro-9-metil-8-[4-idrossifenil]adenina (231) (1.55 g, 5.95 mmol) viene aggiunta in un 
sistema  chiuso precedentemente raffreddato con N2 liquido dove è stata condensata NH3. 
Si pone a 70 °C per 24 ore; controllo su TLC (CHCl3-cEs-CH3OH 70:25:5). 
Si evapora l’NH3 quindi si cromatografa su colonna, eluendo con CHCl3-cC6H12-CH3OH 
70:25:5, gradiente 70:20:10. 
Resa 91%; solido bianco; p.f. > 250 °C; 1H-NMR (DMSO-d6) δ: 3.75 (s, 3H); 6.92 (d, J = 
8.0); 7.18 (s, 2H); 7.68 (d, J = 8.4); 8.13 (s, 1H); 9.97 (s, 1H). 
 
VII - Procedura generale per la sintesi delle 9-Metil-8-[4-
idrossifenil] adenine para sostituite (207-211) 
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Si scioglie la 9-Metil-8-[4-idrossifenil]-adenina (206, 50 mg, 0.207 mmol) in DMF anidra (3-
4 mL). Si aggiungono K2CO3 (0.228 mmol)  e il bromuro (ar)alchilico (0.249 mmol) e si 
lascia a temperatura ambiente per alcune ore. Si monitora la reazione tramite TLC (è 
necessaria una microestrazione in H2O e EtOAc). Al termine della reazione si effettua una 
estrazione con H2O e EtOAc. Si tira a secco la fase organica e si purifica tramite colonna 
cromatografica in EtOAc/MeOH. 
 
 
 9-Metil-8-(4-benzilossifenil)-adenina (207)  
Solido bianco, (AcOEt-etere di petrolio), pf 225 °C;  1H-NMR (DMSO-d6)   : 4.05 (s, 
3H); 5.19 (s, 2H); 7.18 (d, 2H, J = 9); 7.22-7,26 (m , 2H); 7.30 (bs, 2H); 7.38-7.45 
(m, 3H); 7.83 (d, 2H, J = 9); 8.37 (s, 1H). 
 
 9-Metil-8-[4-(4-Fluoro-benzilossi)fenil]-adenina (208)  
Solido bianco, (AcOEt-etere di petrolio), pf 237 °C;  1H-NMR (DMSO-d6)   : 4.07 (s, 
3H); 5.16 (s, 2H); 7.15 (d, 2H, J = 9); 7.21 (d, 2H, J = 9); 7.27 (bs, 2H); 7.42 (d, 
2H, J = 9); 7.89 (d, 2H, J = 9); 8.40 (s, 1H). 
 
 9-Metil-8-[4-(4-Metil-benzilossi)fenil]-adenina (209)  
Solido bianco, (AcOEt-etere di petrolio), pf 225 °C;  1H-NMR (DMSO-d6)   : 2.40 (s, 
3H); 4.09 (s, 3H); 5.16 (s, 2H); 7.18 (d, 2H, J = 9); 7.20 (d, 2H, J = 9); 7.25 (bs, 
2H); 7.38 (d, 2H, J = 9); 7.87 (d, 2H, J = 9); 8.42 (s, 1H). 
 
 9-Metil-8-[4-(4-tert-butil-benzilossi)fenil]-adenina (210)   
Solido bianco (AcOEt-etere di petrolio) pf 238 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 1.36 (s, 
9H); 4.01 (s, 3H); 5.15 (s, 2H); 7.20 (d, 2H, J = 9); 7.24 (d, 2H, J = 9); 7.33 (bs, 
2H); 7.43 (d, 2H, J = 9); 7.78 (d, 2H, J = 9); 8.35 (s, 1H). 
 
 Etil-[4-(9-metiladenini-8-il)fenossi]acetato (211) 
Solido bianco, (AcOEt-etere di petrolio), pf 155 °C;  1H-NMR (DMSO-d6)   : 1.2 (t, 
3H, J = 7); 4.00 (s, 3H); 4.34 (q, 2H, J = 7); 4.75 (s, 2H); 7.11 (d, 2H, J = 9); 7.26 
(bs, 2H); 7.79 (d, 2H, J = 9); 8.35 (s, 1H). 
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VIII - Procedura per la sintesi dell’acido [4-(9-metiladenin-8-il)-fenossi]-
acetico (212) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’estere 211 (0.500 g, 1.53 mmol) viene idrolizzato in ambiente basico con NaOH al 5% ( 5 
mL). Il sale così ottenuto viene trasformato in acido portando il pH a 1.5-2 con HCl 10% 
(212). La reazione si controlla tramite TLC dove l’acido resta bloccato ad un rf = 0. 
Solido bianco; pf 205 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  δ:  4.00 (s, 3H); 4.75 (s, 2H); 7.11 (d, 2H, J = 
9); 7.26 (bs, 2H); 7.79 (d, 2H, J = 9); 8.35 (s, 1H). 
 
IX - Procedura generale per la sintesi delle 2-[4-(9-metiladenin-8-
il)fenossi]N-arilacetammidi (213-218) 
 
 
L’acido (212, 50 mg, 0.167 mmol) viene sciolto in DMF anidra (3 mL). Si aggiungono quindi 
EDCI (N-etil-N’-(dimetilamminopropil)carbodiimmide, 59 µL, 0.334 mmol) e l’anilina 
appropriata (0.184 mmol); si lascia a temperatura ambiente per 24 ore. La reazione si 
monitora tramite TLC, effettuando anticipatamente una microestrazione in acqua ed acetato di 
etile (eluente: AcOEt 9 / MeOH 1). A reazione ultimata si evapora il solvente e si estrae con 
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acqua e AcOEt. Si purifica tramite colonna cromatografia (AcOEt / etere di petrolio). I 
prodotti ottenuti sono i 213-218. 
 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-fenilacetammide (213) 
Solido giallo chiaro, pf 195 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 3.79 (s, 3H); 4.82 (s, 2H); 
7.17-7.28 (m, 5H); 7.32 (bs, 2H); 7.65 (d, 2H, J = 9); 7.85 (d, 2H, J = 9); 8.17 (s, 
1H), 10.20 (bs, 1H). 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-(4-iodo-fenil)acetammide (214) 
Solido giallo chiaro, pf=192 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 3.78 (s, 3H); 4.82 (s, 2H); 
7.18 (d, 2H, J = 9); 7.23 (bs, 2H); 7.51 (d, 2H, J = 9); 7.68 (d, 2H, J = 9); 7.84 (d, 
2H, J = 9); 8.16 (s, 1H), 10.29 (bs, 1H). 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-(4-fluoro-fenil)acetammide (215) 
Solido grigio, pf=260 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 3.79 (s, 3H); 4.81 (s, 2H); 7.16 
(d, 2H, J = 9); 7.21 (d, 2H, J = 9); 7.27 (bs, 2H); 7.66 (d, 2H, J = 9); 7.85 (d, 2H, J 
= 9); 8.17 (s, 1H), 10.25 (bs, 1H). 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-(4-tolil)acetammide (216)  
Solido giallo chiaro, pf=218 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 2.26 (s, 3H); 3.79 (s, 3H); 
4.80 (s, 2H); 7.12 (d, 2H, J = 9); 7.19 (d, 2H, J = 9); 7.25 (bs, 2H); 7.54 (d, 2H, J = 
9); 7.84 (d, 2H, J = 9); 8.16 (s, 1H), 10.10 (bs, 1H). 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-(2,6-dimetil-fenil)acetammide (217)  
Solido giallo chiaro, pf=236 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)   : 2.13 (s, 6H); 3.79 (s, 3H); 
4.85 (s, 2H); 7.07-7.09 (m, 2H); 7.20-7.22 (m, 1H); 7.25 (d, 2H, J = 9); 7.28 (bs, 
2H); 7.65 (d, 2H, J = 9); 8.17 (s, 1H), 9.59 (bs, 1H). 
 
 2-[4-(9-Metiladenin-8-il)fenossi]N-(4-nitro-fenil)acetammide (218) 
Solido giallo scuro, pf=150 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 3.81 (s, 3H); 4.80 (s, 2H); 
7.18 (d, 2H, J = 9); 7.25 (d, 2H, J = 9); 7.33 (bs, 2H); 7.71 (d, 2H, J = 9); 7.88 (d, 
2H, J = 9); 8.19 (s, 1H), 10.02 (bs, 1H). 
 
X - Procedura per la sintesi della 9-metiladenina (232) 
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L’adenina commerciale (226, 500 mg, 3.70 mmol) viene posta in DMF anidra (15 mL), si 
aggiunge K2CO3 (825 mg) quindi metil-ioduro (275 µL, 4.44 mmol) e si lascia sotto 
agitazione a temperatura ambiente. La reazione viene monitorata tramite TLC (CHCl3-
CH3OH 90:10 + 2gtt NH3/MeOH): dopo 2 ore la reazione va a completezza.  
Si evapora; si purifica tramite colonna cromatografica eluendo con CHCl3-CH3OH 98:2, 
gradiente 97:3.  
 
 9-Metiladenina (232)  
Resa 69%; solido bianco; p.f. = >250 °C; 1H-NMR (DMSO- d6)  : 3.72 (s, 3H); 
7.20 (bs, 2H); 8.09 (s, 1H); 8.15 (s, 1H). 
 
 7-Metiladenina (232a)  
Resa 23%; solido bianco; p.f.  >250 °C; 1H-NMR (DMSO-d 6)  : 3.94 (s, 3H); 8.17 
(bs, 2H); 8.45 (m, 2H). 
 
XI - Procedura per la sintesi della 9-metil-8-(2-furil)adenina (195) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il derivato 232 (1.0 g, 6.70 mmol) viene solubilizzato in MeOH (10mL) e acetonitrile 
(10mL); alla soluzione posta sotto agitazione viene aggiunto NBS (N-bromosuccinimmide, 
2.98 g, 16.76 mmol). La miscela viene lasciata sotto agitazione a t.a. per la notte: si forma un 
precipitato bianco. Si monitora tramite TLC (CHCl3-cC6H12-MeOH 75:20:5), la reazione va a 
completezza. Si filtra il precipitato e si lava con MeOH freddo. Il composto così ottenuto è 
l’intermedio bromo-derivato (233); questo (1.0 g, 4.42 mmol) viene solubilizzato in THF 
anidro (10 mL) e alla soluzione si aggiungono (PPh3)2PdCl2 (0.195g, 0.166 mmol) e 
tributilstannilfurano (6.9 mL, 21.85 mmol). La reazione si lascia a 70°C per tutta la notte e va 
a completezza. Si monitora tramite TLC (CHCl3-cC6H12-MeOH 75:20:5). Il grezzo di 
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reazione viene purificato tramite colonna cromatografica, eluendo con CHCl3-Cyclohexane-
MeOH 60:35:05. Si ottiene così il derivato 195. 
 
 
 8-Bromo-9-metiladenina (233)  
Resa 86%; solido bianco; pf>250 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 3.63 (s, 3H); 7.37 (br 
s, 2H); 8.12 (s, 1H).  
                                                                                                                                                
 9-Metil-8-(2-furil)adenina (195) 
Resa 50%; solido bianco; pf: dec. a 220 °C; 1H-NMR (DMSO-d6, )    : 8.14 (s, 1H); 
7.97 (m, 1H); 7.32 (br s, 2H); 7.18 (m, 1H); 6.75 (m, 1H); 3.89 (s, 3H). 
 
XII - Procedura generale per la sintesi delle N6-arilcarbamoil-9-
metil-8-(2-furil)adenine (219, 220) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il derivato 195 (50 mg, 0,232 mmol) viene sciolto in diossano anidro e si addiziona 
l’appropriato isocianato (0,697 mmol). Si lascia a riflusso per 1 ora, monitoraggio tramite 
TLC (AcOEt-Et.Pet.). Il grezzo di reazione si purifica tramite colonna cromatografica, 
eluendo con AcOEt-Etere di Petrolio. 
 
 N6-Fenilcarbamoil-9-metil-8-(2-furil)adenina (219) 
Solido bianco, pf=220 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 4.14 (s, 3H); 6.69 (dd, 1H, J = 2, 
J = 4); 7.18 (d, 1H, J = 4); 7.39-7.43 (m, 2H); 7.65-7.72 (m, 3H); 8.00 (d, 1H, J = 
2); 8.12 (bs, 1H); 8.64 (s, 1H); 11.77 (bs, 1H). 
 
 N6-(4-Metilfenil)carbamoil-9-metil-8-(2-furil)adenina (220) 
Solido bianco, pf=212 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 2.36 (s, 3H); 4.14 (s, 3H); 6.68 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 2H, J = 9); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.55 (d, 2H, J = 9); 
7.72 (d, 1H, J = 2); 8.02 (bs, 1H); 8.63 (s, 1H); 11.66 (bs, 1H). 
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XIII - Procedura generale per la sintesi delle N6-
(aril(arilossi)acetil)-9-metil-8-(2-furil)adenine (221-225) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Il derivato 195 (50 mg, 0,232 mmol) viene solubilizzato in diossano anidro e si aggiungono 
l’appropriato cloruro dell’acido (1,39 mmol) e la TEA ( 32 L, 0,232 mmol). Si pone a riflusso 
per circa 2 ore, si monitora la reazione tramite TLC (AcOEt-Et.Pet.). La reazione viene 
purificata tramite colonna cromatografica. 
 
 
 N6-(Fenilacetil)-9-metil-8-(2-furil)adenina (221)  
Solido giallo chiaro, pf=185 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 4.12 (s, 3H); 4.28 (s, 2H); 
6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.25-7.41 (m, 5H); 7.72 (d, 1H, J = 
2); 8.60 (bs, 1H); 8.74 (s, 1H). 
 
 N6-(Difenilacetil)9-metil-8-(2-furil)adenina (222)  
Solido giallo, pf=130 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 4.15 (s, 3H); 5.91 (s, 1H); 6.71 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.12-7.55 (m, 11H, J = 4); 7.75 (d, 1H, J = 2); 8.79 (s, 1H); 
9.61 (bs, 1H). 
 
 N6-[4-(Bifenil)carbonil]9-metil-8-(2-furil)adenina (223) 
Solido giallo scuro, pf=205 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 4.20 (s, 3H); 6.78 (dd, 1H, J 
= 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.30-7.55 (m, 5H); 7.78 (d, 2H, J = 9); 7.92 (d, 1H, 
J = 2); 8.78 (s, 1H); 9.93 (bs, 1H). 
 
 N6-[4-(Benzilossi)fenilacetil]9-metil-8-(2-furil)adenina (224)  
Solido giallo chiaro, pf=110 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 4.16 (s, 3H); 4.20 (s, 2H); 
5.21 (s, 2H); 6.69 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.02 (d, 2H, J = 9); 7.21-7.33 (m, 4H, J = 
4); 7.25-7.41 (m, 5H); 7.70 (d, 1H, J = 2); 8.21 (s, 1H); 8.34 (bs, 1H). 
 
 N6-[4-(4-Metilbenzilossi)fenilacetil]9-metil-8-(2-furil)adenina (225) 
Solido giallo chiaro, pf=100 °C; 1H-NMR (DMSO-d6)  : 2.36 (s, 3H); 4.12 (s, 3H); 
4.19 (s, 2H); 5.03 (s, 2H); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.00 (d, 2H, J = 9); 7.15-7.41 
(m, 7H); 7.72 (d, 1H, J = 2); 8.57 (bs, 1H); 8.74 (s, 1H). 
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6.1.5 Derivati triazolo-pirimidinici (242-259) 
 
 
I - Procedura per la sintesi del sale sodico dell’etil 4-idrossi-2-tiometil 
pirimidina-5-carbossilato (238) 
 
H3C
S NH
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C2H5
O
O
O
C2H5
O O
C2H5
+ N
N
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COOC2H5
H3CS
NaOH
 
 
 
Ad una soluzione di 32,0 g (0,8 moli) di NaOH in 200 ml di H2O a 20 °C viene addizionata 2-
metil-2-tiopseudourea solfato (236) nella quantità di 55,6 g (0,61 moli); si agita per 5 minuti 
per sciogliere la maggior parte della pseudotiourea.  
Si aggiunge poi lentamente in un’ora il dietiletossimetilenemalonato (237, 0,4 moli) 
precedentemente  disciolto in 100 ml di EtOH.  
Si lascia sotto agitazione per 24 ore a temperatura ambiente, quindi si filtra e si lascia 
asciugare bene. TLC di conferma in EtOAc.  
Resa 60-70%; solido rosa pallido; p.f. 310 °C; 1H-NMR (D2O) δ: 1.2 (t, 2H, J = 7); 2.29 (s, 
3H); 4.18 (q, 2H, J = 7); 8.20 (s, 1H).  
 
 
II - Procedura per la sintesi dell’etil 4-cloro-2-tiometil pirimidina-5-
carbossilato (239)  
 
N
N
ONa
COOC2H5
H3CS
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N
Cl
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POCl3
 
 
 
A 9,0 g (38 mmoli) del sale sodico dell’etil 4-idrossi-2-tiometil-pirimidina-5-carbossilato 
(238) vengono aggiunti goccia a goccia 27 ml (0,29 moli) di POCl3 mantenendo la 
236 237 238 
238 239 
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temperatura inferiore a 50 °C. Si lascia a riflusso per 3 ore, poi si fa evaporare l’eccesso di 
POCl3; si aggiunge ghiaccio, H2O ed etere etilico al residuo e si agita finchè il solido non si è 
completamente disciolto. Si lava con H2O, si anidrifica e si evapora il solvente. Il 
cloroderivato (239) viene messo subito a reagire nello step successivo perché molto instabile.  
 
 
III - Procedura per la sintesi dell’etil 4-[N’-(furan-2-carbonil)-idrazino]-2-
tiometil-pirimidina-5-carbossilato (241) 
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In 164 mmoli di THF si sciolgono 8,6 mmoli (2,0 g) di clorometiltiopirimidina (239) e 15 
mmoli (1,91 g) di 2-furilidrazide (240); si aggiungono lentamente 8 mmoli (2,23 ml) di DBU 
e si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per almeno 5 ore. Si concentra il solvente e 
si estrae con CH2Cl2 e H2O; quindi si purifica con colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc  
6:4. TLC di conferma in CH2Cl2 /Et. Etilico 8:2.  
Resa 60-70%; solido giallo; p.f. 125 °C; 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.36 (t, 2H, J = 7); 2.55 (s, 3H); 
4.40 (q, 2H, J = 7); 6.51 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.20 (d, 1H, J = 4); 7.50 (d, 1H, J = 2); 8.66 (s, 
1H); 9.15 (bs, 1H); 10.01 (bs, 1H).  
 
 
IV - Procedura per la sintesi dell’8-etossicarbonil-5-tiometil-2-(2- furil)[1,2,4] 
triazolo[1,5-c]pirimidina (242) 
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In 73 ml di xilene anidro si aggiungono 2,0 g (14 mmoli) di P2O5 e 6,59 ml (30 mmoli) di 
esametildisilossano; si riscalda a 90 °C per 2 ore mettendo una trappola con CaCl2. Si 
aggiungono 3,0 g (10,3 mmoli) del composto 241 ben essiccato e si lascia a riflusso tutta la 
notte. Si fa raffreddare e si fa evaporare il solvente. Si estrae poi con EtOAc e H2O, si 
anidrifica, quindi si purifica il residuo tramite colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc 9:1. 
TLC di conferma in Et. Pet./EtOAc 6:4.  
Resa 68%; solido bianco; p.f. 165 °C; 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.41 (t, 2H, J = 7); 2.82 (s, 3H); 
4.48 (q, 2H, J = 7); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.40 (d, 1H, J = 4); 7.62 (d, 1H, J = 2); 8.89 (s, 
1H).  
 
 
V - Procedura per la sintesi dell’8-etossicarbonil-5-(3,4-dimetossi 
benzilammino)-2-(2-furil)[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (246)  
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2,8 g (9 mmoli) del composto 242 vengono disciolte in 41 ml di DMSO; si aggiungono quindi 
11,5 ml (76 mmoli) di 3,4-dimetossi benzilammina (veratrilammina) e si riscalda a 80 °C per 
30 minuti. L’andamento della reazione viene monitorato tramite TLC, mediante 
microestrazione, in Et. Pet./EtOAc 6:4. La miscela di reazione viene raffreddata, evaporata ed 
estratta con CH2Cl2 e H2O. Si anidrifica, si fa evaporare il solvente e il residuo viene 
purificato tramite colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc 6:4.  
Resa 72%; solido bianco; p.f. 140 °C; 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.34 (t, 2H, J = 7); 3.71 (s, 3H); 
3.72 (s, 3H); 4.31 (q, 2H, J = 7); 4.67 (s, 2H); 6.74 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.82-6.98 (m, 2H); 
7.07 (s, 1H); 7.24 (d, 1H, J = 4); 7.98 (d, 1H, J = 2); 8.57 (s, 1H); 9.54 (bs, 1H). 
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VI - Procedura per la sintesi dell’8-carbossi-5-(3,4-dimetossibenzilammino) 2-
(2-furil)[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (247) 
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In 63 ml di etanolo si sciolgono 4,2 g (9,92 mmol) del composto 246 e 4,16 g (99 mmoli) di 
LiOHxH2O; si aggiungono poi 1,58 ml (87,9 mmol) di H2O e si lascia a riflusso per 3 ore. La 
miscela di reazione viene quindi raffreddata a 0 °C; si aggiungono 21 ml di H2O e si aggiusta 
il pH a 3.5 con HCl conc.; si forma così l’acido che precipita. I cristalli precipitati vengono 
filtrati lavando con poca H2O. Facendo una TLC di conferma in CH2Cl2/Et. Etilico 8:2, 
l’acido rimane al piede.  
Resa 78%; solido bianco; p.f. 135 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3) δ: 3.70 (s, 3H); 
3.72 (s, 3H); 4.68 (d, 2H, J = 6); 6.74 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.88-6.98 (m, 2H); 7.07 (s, 1H); 
7.34 (d, 1H, J = 4); 7.97 (d, 1H, J = 2); 8.49 (s, 1H); 9.31 (bs, 1H); 13.03 (bs, 1H). 
 
VII - Procedura per la sintesi del 5-(3,4-dimetossibenzilammino) 2-(2-furil) 8-
metilcarbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (248) 
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Un equivalente di acido (247, 0,100 g) viene sciolto a caldo in 1,0 ml di piridina distillata su 
KOH; si raffredda a 0 °C e si aggiunge goccia a goccia circa 0,1 ml (1,1 mmoli) di POCl3. Si 
porta la temperatura a –10 °C e si addiziona un largo eccesso di metilammina (16 eq). Si 
lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per circa 40 minuti dopo i quali si monitora la 
reazione (TLC di controllo in EtOAc) ed eventualmente si aggiunge ulteriore metilammina. 
Quando la reazione è terminata si addizionano ghiaccio ed H2O e si estrae con EtOAc. Si lava 
la fase organica con NaHCO3 saturo e brine, si anidrifica e si fa evaporare il solvente, poi si 
purifica il prodotto tramite colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc 9:1.  
Resa 68%; solido bianco; p.f. 202 °C; 1H-NMR (CDCl3) δ: 3.11 (d, 3H, J = 4); 3.66 (s, 3H); 
3.67 (s, 3H); 4.83 (d, 2H, J = 6); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.67 (bt, 1H); 6.74-6.78 (m, 2H); 
7.01 (s, 1H); 7.26 (d, 1H, J = 4); 7.63 (d, 1H, J = 2); 8.56 (bs, 1H); 8.82 (s, 1H).  
 
 
VIII - Procedura per la sintesi del 5-(3,4-dimetossibenzilammino) 2-(2-furil) 
8-(2-feniletil)carbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (249) 
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Un equivalente di acido (247, 0,100 g) viene sciolto a caldo in 1,0 ml di piridina distillata su 
KOH; si raffredda a 0 °C e si addizionano goccia a goccia 0,1 ml (1,1 mmoli) di POCl3. Si 
lascia sotto agitazione per alcuni minuti, quindi si addizionano 0,13 ml (1,3 mmoli) di 
fenetilammina lasciando poi sotto agitazione a temperatura ambiente per 1-2 ore. Si monitora 
mediante TLC in EtOAc con microestrazione; si estrae con H2O ed EtOAc, poi si anidrifica, 
si tira a secco e si purifica con colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc 7:3.  
Resa 69%; solido bianco; p.f. 130 °C; 1H-NMR (CDCl3) δ: 3.02 (t, 2H, J = 6); 3.65-3.80 (m, 
2H); 3.89 (s, 3H); 3.90 (s, 3H); 4.83 (d, 2H, J = 6); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.68 (bt, 1H);  
249 
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6.78-6.82 (m, 2H); 7.10 (s, 1H); 7.21 (d, 1H, J = 4); 7.25-7.55 (m, 5H); 7.63 (d, 1H, J = 2); 
8.72 (bs, 1H); 8.86 (s, 1H).  
 
IX - Procedura generale per la sintesi della 5-ammino 2-(2-furil) 8-
metilcarbamoil [1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (244) e della 5-Ammino 2-(2-
furil) 8-(2-feniletil) carbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (245) 
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Si scioglie un equivalente (1 mmole) del derivato 8-ammidico (248, 249) in  acido 
trifluoroacetico (65 mmoli), quindi si aggiungono 5,2 eq (5,5 mmoli) di acido 
trifluorometansolfonico e 3,5 eq (3,7 mmoli) di anisolo (fenilmetiletere); si lascia sotto 
agitazione a temperatura ambiente  per  tutta la notte. Si estrae la miscela con CH2Cl2 e H2O, 
si anidrifica, si tira a secco il solvente e si purifica poi tramite colonna cromatografica in Et. 
Pet./EtOAc 1:9.  
 
 5-ammino 2-(2-furil) 8-metilcarbamoil [1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (244)    
Resa 71%; solido bruno; p.f. 220 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3)  : 2.95 (d, 
3H, J = 4); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 6.77 (bt, 1H); 7.40 (d, 1H, J = 4); 7.99 (d, 
1H, J = 2); 8.49 (s, 1H); 8.65 (bs, 2H). 
 
 5-ammino 2-(2-furil) 8-(2-feniletil) carbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c] pirimidina 
(245) 
Resa 68%; solido giallo chiaro; p.f. 130 °C (Et. Pet./ EtOAc); 1H-NMR (CDCl3)  : 
3.05 (t, 2H, J = 6); 3.68-3.90 (m, 2H); 6.22 (bs, 2H); 6.65 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.15 (d, 1H, J = 4); 7.22-7.45 (m, 5H); 7.66 (d, 1H, J = 2); 8.76 (bs, 1H); 8.80 (s, 
1H).  
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X - Procedura generale per il coupling con gli isocianati (250-255) 
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R= -OCH2CH3, -NHCH3, -NHCH2CH2Ph; RI= -Ph, -cC6H5. 
 
 
Un equivalente (0,100 g) del nucleo deprotetto (243-245) viene sciolto in THF anidro; si 
addizionano quindi 10 eq dell’appropriato isocianato e si lascia a riflusso tutta la notte. Dopo 
aver fatto evaporare il solvente si estrae con H2O ed EtOAc, si anidrifica, si fa evaporare il 
solvente e si purifica tramite colonna cromatografica in Et. Pet./EtOAc. 
 
 5-fenilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-etossicarbonil [1,2,4]triazolo[1,5-c] 
pirimidina (250) 
Resa 66%; solido bianco; p.f. 170 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3)  : 1.47 (t, 
3H, J = 7); 4.50 (q, 2H, J = 7); 6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.15 (d, 1H, J = 4); 7.28-
7.42 (m, 3H); 7.62-7.64 (m, 2H); 7.68 (d, 1H, J = 2); 8.74 (bs, 1H); 8.83 (s, 1H); 
11.05 (bs, 1H). 
 
 5-cicloesilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-etossicarbonil [1,2,4]triazolo [1,5-c] 
pirimidina (251) 
Resa 65%; solido bianco; p.f. 172 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 1.10-
1.40 (m, 6H); 1.47 (t, 3H, J = 7); 1.55-1.78 (m, 4H); 3.78-3.84 (m, 1H); 4.50 (q, 2H, 
J = 7); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.42 (d, 1H, J = 4); 7.69 (d, 1H, J = 2); 8.57 (bs, 
1H); 8.75 (s, 1H); 8.88 (bs, 1H). 
 
 5-fenilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-metilcarbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c] 
pirimidina (252) 
Resa 71%; solido bianco; p.f. 150 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 2.95 (d, 
3H, J = 4); 6.66 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.11-7.52 (bs, 6H); 7.87 (d, 1H, J = 2); 8.63 
(bs, 2H); 8.95 (s, 1H); 11.08 (bs, 1H). 
 
 5-cicloesilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-metilcarbamoil[1,2,4]triazolo[1,5-c] 
pirimidina (253)  
Resa 70%; solido bianco; p.f. 199 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 1.03-
1.42 (m, 6H); 1.60.1.82 (m, 4H); 3.02 (d, 3H, J = 4); 3.31-3,35 (m, 1H); 6.67 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.32 (d, 1H, J = 4); 7.71 (d, 1H, J = 2); 8.46 (bs, 1H); 8.61 (bs, 
1H); 8.86 (s, 1H); 8.92 (bs, 1H). 
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 5-fenilcarbamoilammino 2-(2-furil)-8-(2-feniletil) carbamoil [1,2,4] triazolo[1,5-
c]pirimidina (254) 
Resa 72%; solido giallo; p.f. 165 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 3.05 (t, 
2H, J = 6); 3.78-3.92 (m, 2H); 6.68 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.08-7.37 (m, 6H); 7.63 
(d, 1H, J = 2); 8.76 (bs, 1H); 8.81 (bs, 1H); 8.93 (s. 1H); 11.08 (bs, 1H). 
 
 5-cicloesilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-(2-feniletil) carbamoil[1,2,4] triazolo 
[1,5-c]pirimidina (255) 
Resa 69%; solido bianco; p.f. 186 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 1.02-
1.42 (m, 6H); 1.66-1.98 (m, 4H); 3.03 (t, 2H, J = 6); 3.40-3,53 (m, 1H); 3.86-3.91 
(m, 2H); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.16 (d, 1H, J = 4); 7,36 (bs, 1H); 7.71 (d, 1H, 
J = 2); 8.41 (bs, 1H); 8.67 (bs, 1H); 8.73 (s. 1H).  
 
 
XI - Procedura generale per il coupling con gli acilcloruri (256-258) 
  
 
N N
N
N
NH2
O
COR
N N
N
N
COR
HN
O
O
PhCH2COCl
 
R= -OCH2CH3, -NHCH3, -NHCH2CH2Ph. 
 
 
Un equivalente (0,100 g) del nucleo deprotetto (243-245) viene sciolto in THF anidro; si 
addizionano quindi 6 equivalenti dell’appropriato acilcloruro e alcune gocce di TEA e si 
lascia a riflusso per tutta la notte. Dopo aver fatto evaporare il solvente si estrae con H2O ed 
EtOAc , si anidrifica, si tira a secco e si purifica tramite colonna cromatografica in Et. 
Pet./EtOAc.  
 
 5-fenilacetilammino 2-(2-furil) 8-etossicarbonil [1,2,4]triazolo[1,5-c] pirimidina 
(256) 
Resa 70%; solido bianco; p.f. 243 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3)  : 1.32 (t, 
3H, J = 7); 4.07 (s, 2H); 4.54 (q, 2H, J = 7); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.08-7.44 
(m, 6H); 7.70 (d, 1H, J = 2); 9.49 (s, 1H); 9.75 (bs, 1H). 
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 5-fenilacetilammino 2-(2-furil) 8-metilcarbamoil [1,2,4]triazolo[1,5-c] pirimidina 
(257) 
Resa 67%; solido bianco; p.f. 160 °C (Et. Pet./EtOAc);  1H-NMR (CDCl3)  : 3.07 (d, 
3H, J = 4); 4.37 (s, 2H); 6.67 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.22-7.42 (m, 6H); 7.71 (d, 1H, 
J = 2); 8.55 (bs, 2H); 8.99 (s, 1H); 9.11 (bs, 1H).  
 
 5-fenilacetilammino 2-(2-furil) 8-(2-feniletil)carbamoil [1,2,4] triazolo [1,5-c] 
pirimidina (258) 
Resa 73%; solido bianco; p.f. 83 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3)  : 3.01 (t, 
2H, J = 6); 3.85-3.8 (m, 2H); 6.65 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.13 (d, 1H, J = 4); 7.28-
7.41 (m, 5H); 7.70 (d, 1H, J = 2); 8.79 (bs, 1H); 8.97 (s, 1H); 8.12 (s. 1H).  
 
 
 
XII - Procedura per la sintesi della 5-ammino 2-(2-furil) 8-etossicarbonil 
[1,2,4] triazolo[1,5-c]pirimidina (243) 
 
 
 
N N
N
N
COOC2H5
SCH3
O
N N
N
N
COOC2H5
NH2
O
EtOH/NH3 gas
 
 
 
 
 
Il composto 242 viene messo a reagire in EtOH saturato con NH3 gassosa a caldo per alcune 
ore. Si monitora tramite TLC in Et. Pet./EtOAc e si lascia reagire fino a completezza della 
reazione, quindi si evapora il solvente e si cristallizza. 
Resa quantitativa, solido bianco; p.f. 195 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.32 (t, 
3H, J = 7); 4.25 (q, 2H, J = 7); 6.48 (bs, 2H); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.42 (d, 1H, J = 4); 
7.66 (d, 1H, J = 2); 8.69 (s, 1H).  
 
 
 
 
 
 
242 243 
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XIII - Procedura per la sintesi della 5-cicloesilcarbamoilammino 2-(2-furil) 8-
carbossi[1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidina (259) 
 
N N
N
N
OC2H5O
HN
O
O
N
H
N N
N
N
OHO
HN
O
O
N
H
diossano, NaOH
HCl conc.
 
 
 
 
Si scioglie il derivato 251 (0,100 g) in diossano, si aggiunge NaOH al 10% e si lascia a 
temperatura ambiente per alcune ore. Si addiziona quindi HCl conc. fino a pH 2.0-3.0, quindi 
si filtra.  
Resa quantitativa. Solido bianco; p.f. 260 °C (Et. Pet./EtOAc); 1H-NMR (CDCl3) δ: 1.13-1.38 
(m, 6H); 1.52-1.81 (m, 4H); 3.73-3.79 (m, 1H); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.41 (d, 1H, J = 4); 
7.66 (d, 1H, J = 2); 8.50 (bs, 1H); 8.78 (s, 1H); 8.83 (bs, 1H); 13.02 (bs, 1H). 
 
 
6.1.6    Derivati pirazolo-triazolo-pirimidinici sintetizzati per la validazione    
dei modelli recettoriali 
 
Anche in questo caso la sintesi dei nuclei pirazolo-triazolo-pirimidinici non è riportata perchè 
ampiamente nota in letteratura. 
 
I - Preparazione dei composti ureidici finali (260-268) 
 
 
 
 
 
 
 
 
251 259 
N N
N
N
N
N
O
R'
HN N
H
O
R
N N
N
N
N
N
O
R'
NH2
 
R-N=C=O 
174, 175, 277-280 260-268 
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I nuclei 5-ammino-pirazolo-triazolo-pirimidinici noti (174, 175, 277-280: 10 mmol) vengono 
sciolti in diossano anidro (15 ml) e fatti reagire con gli appropriati isocianati (13 mmol) a 
riflusso 18 ore. Monitoraggio tramite TLC in EtOAc-Etere di Petrolio. Il solvente viene 
quindi rimosso a pressione ridotta e il residuo purificato tramite colonna cromatografica con 
l’appropriata miscela di solventi (EtOAc-Et. Pet. 7:3) per dare i composti finali (260-268). 
Quando non commercialmente disponidile, l’isocianato viene preparato dalla corrispondente 
anilina tramite trattamento con triclorometilcloroformiato. 
 
 
 4-[3-(2-Furan-2-il-8-cicloesilmetil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-triazolo[1,5-
c]pirimidin-5-il)-ureido]-penilacetone (260) 
Resa 88%; solido bianco; p.f. 198 °C; IR (KBr): 3255-2 960, 1710, 1678, 1610, 
1600, 1530 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 1.01-1.41 (m, 3H); 1.55-1.98 (m, 8H); 2.11 
(s, 3H, J = 7); 3.62 (s, 3H);  4.12 (d, 2H, J = 8); 6.62 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.18 (d, 
2H, J = 9); 7.25 (d, 1H, J = 4); 7.62 (d, 2H, J = 9); 7.71 (d, 1H, J = 2); 8.22 (s, 1H); 
8.62 (br s, 1H); 11.13 (br s, 1H). 
 
 5-[[(1-Metil-1-propil)ammino]carbonil]ammino-8-etil-2-(2-Furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (261) 
Resa 78%; solido giallo pallido: p.f. 167 °C; IR (KBr ): 3245-2975, 1675, 1615, 
1605, 1510 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 1.01 (t, 3H, J = 7); 1.12 (d, 3H, J = 7); 1.21 (t, 
3H, J = 7); 1.45-1.67 (m, 2H); 3.85-4.02 (m, 1H); 4.21 (q, 2H, J = 7); 6.61 (dd, 1H, 
J = 2, J = 4); 7.26 (d, 1H, J = 4); 7.96 (d, 1H, J = 2); 8.12 (s, 1H); 8.43 (br s, 1H); 
8.98 (br s, 1H). 
 
 Metilestere dell’ Acido-4-[3-(2-Furan-2-il-8-(4-metil-1-pentil)-8H-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il)-ureido]fenilacetico (262) 
Resa 78%; solido bianco; p.f. 168 °C; IR (KBr): 3255-2 970, 1720, 1675, 1615, 
1600, 1510 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 0.92 (d, 6H, J = 7); 1.01-1.15 (m, 2H); 1.21-
1.37 (m, 1H); 1.82-1.99 (m, 2H); 3.12 (s, 2H); 3.62 (s, 3H); 4.19 (q, 2H, J = 7); 6.72 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.17 (d, 2H, J = 9); 7.26 (d, 1H, J = 4); 7.51 (d, 2H, J = 9); 
7.76 (d, 1H, J = 2); 8.05 (s, 1H); 8.81 (br s, 1H); 10.63 (br s, 1H). 
 
 5-[[(Etil)ammino]carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-Furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (263) 
Resa 67%; solido bianco; p.f. 193 °C; IR (KBr): 3255-2 975, 1670, 1615, 1600, 
1525 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 1.01 (t, 3H, J = 7); 1.19 (t, 3H, J = 7); 2.01-2.16 (m, 
2H); 3.20-3.35 (m, 2H); 4.18 (t, 2H, J = 7); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 1H, 
J = 4); 7.70 (d, 1H, J = 2); 8.11 (s, 1H); 8.30 (br s, 1H); 9.01 (br t, 1H). 
 
 5-[[(Cicloesilmetil)ammino]carbonil]ammino-8-n-propil-2-(2-Furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (264) 
Resa 93%; solido bianco; p.f. 165 °C; IR (KBr): 3250-2 955, 1665, 1625, 1605, 
1510 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 0.79-1.05 (m, 9H); 1.18-1.59 (m, 5H); 1.94-2.01 (m, 
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2H); 3.09-3.15 (m, 2H);  4.12 (t, 2H, J = 7); 6.59 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.11 (d, 1H, 
J = 4); 7.64 (d, 1H, J = 2); 8.03 (s, 1H); 8.18 (br s, 1H); 8.89 (br s, 1H). 
 
 Metilestere dell’ Acido-4-[3-(2-Furan-2-il-8-cicloesilmetil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il)-ureido]fenilacetico (265) 
Resa 70%; solido giallo pallido; p.f. 158 °C; IR (KBr ): 3230-2955, 1720, 1675, 
1615, 1600, 1520 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 0.99-1.21 (m, 6H); 1.62-1.81 (m, 5H); 
3.59 (s, 2H); 3.71 (s, 3H); 4.21 (d, 2H, J = 7); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.21 (d, 
2H, J = 9); 7.25 (d, 1H, J = 4); 7.64 (d, 2H, J = 7); 7.67 (d, 1H, J = 2); 8.18 (s, 1H); 
8.61 (br s, 1H); 11.09 (br s, 1H). 
 
 Etilestere dell’ Acido-4-[3-(2-Furan-2-il-8-n-pentil-8H-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il)-ureido]fenilacetico (266) 
Resa 65%; solido giallo pallido; p.f. 170 °C; IR (KBr ): 3245-2955, 1715, 1675, 
1615, 1600, 1525 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 0.97 (t, 3H, J = 7); 1.15 (t, 3H, J = 7); 
1.18-1.24 (m, 4H); 1.98-2.15 (m, 2H); 3.61 (s, 3H); 4.19 (s, 3H); 4.19 (q, 2H, J = 
7); 4.41 (t, 2H, J = 7); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.22 (d, 2H, J = 9); 7.25 (d, 1H, J 
= 4); 7.61 (d, 2H, J = 9); 7.64 (d, 1H, J = 2); 8.19 (s, 1H); 8.61 (br s, 1H); 11.09 (br 
s, 1H). 
 
 5-[[(1-metil-1-propil)ammino]carbonil]ammino-8-n-esil-2-(2-Furil)-pirazolo[4,3-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c]pirimidina (267) 
Resa 88%; solido bianco; p.f. 115 °C; IR (KBr): 3240-2 965, 1670, 1615, 1565cm-1; 
1H-NMR (CDCl3)  : 0.85-1.01 (m, 9H); 1.21-1.40 (m, 4H); 1.58-1.67 (m, 4H); 1.91-
2.18 (m, 2H);  3.97-4.09 (m, 1H); 4.39 (t, 2H, J = 7); 6.62 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 
7.23 (d, 1H, J = 4); 7.65 (d, 1H, J = 2); 8.21 (s, 1H); 8.45 (br s, 1H); 8.82 (br s, 1H). 
 
 5-[[(n-esil)ammino]carbonil]ammino-8-(4-tolil)-2-(2-Furil)-pirazolo[4,3-e]1,2,4-
triazolo[1,5-c]pirimidina (268) 
Resa 93%; solido giallo pallido; p.f. 184 °C; IR (KBr ): 3250-2970, 1673, 1610,  
1545 cm-1; 1H-NMR (CDCl3)  : 0.97 (t, 3H, J = 7); 1.21-1.39 (m, 6H); 1.99-2.15 (m, 
2H); 2.19 (s, 3H);  4.40 (t, 2H, J = 7); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.17 (d, 2H, J = 
9); 7.22 (d, 1H, J = 4); 7.58 (d, 2H, J = 9); 7.69 (d, 1H, J = 2); 8.21 (s, 1H); 8.60 (br 
s, 1H); 11.01 (br s, 1H). 
 
 
 
II - Procedura per la preparazione della 8-metil-2-(2-furyl)-1,2,3-triazolo[5,4-
e]1,2,4-triazolo[1,5-c] pyrimidin-5-(6H)-thione (294) 
 
 
N
N
HN
H2N
N
N
H3C
O
N
N
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N
N
H3C
O
S
Tiofosgene
 
293 294 
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Ad una soluzione di amminotriazolo (6 gr o 26mmol) (293) in diossano distillato vengono 
aggiunti 2.2 ml(29mmol) di tiofosgene e la soluzione risultante viene posta a riflusso per 8 
ore. La miscela viene quindi concentrata e il residuo purificato mediante flash cromatografia 
in etilacetato per fornire il prodotto desiderato (293) in buona resa. 
Resa 77%; solido giallo; p.f. 290 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 3300-3180, 1665, 
1600, 1505 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 4.28 (s, 3H); 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.32 (d, 1H, 
J = 4); 7.68 (d, 1H, J = 2); 8.32 (s, 1H); 9.85 (bs, 1H). 
 
 
III - Procedura per la preparazione della 8-metil-5-tiometil-2-(2-furyl)-1,2,3-
triazolo[5,4-e]1,2,4-triazolo[1,5-c] pirimidina (281) 
 
 
 
N
N
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N
N
H3C
O
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1) CH3ONa in CH3OH
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N
N
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S
H3C
2) CH3I
 
 
 
Ad una soluzione di metilato di sodio (2.12gr o 40mmol) in metanolo viene aggiunto 1 
equivalente di tioderivato (11.3gr o 40 mmol, 294) e la soluzione risultante è posta a 60 °C 
per 30 min. Trascorso questo periodo di tempo si aggiungono 1.2 equivalenti di ioduro di 
metile e la soluzione è posta a 60 °C per ulteriori 2 ore. Si forma un precipitato che, dopo 
filtrazione, risulta essere il composto desiderato (281), che viene purificato tramite 
cristallizzazione (AcOEt-Etere di petrolio). 
Resa 95 %; solido giallo; p.f. 225 °C (EtOAc-etere di petrolio); IR (KBr): 1620, 1535 cm-1; 
1H NMR (DMSO d6) δ: 4.20 (s, 3H); 4.38 (s, 3H); 6.60 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.30 (d, 1H, J = 
4); 7.64 (d, 1H, J = 2); 8.21 (s, 1H). 
 
 
 
294 281 
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IV - Procedura generale per la preparazione delle pirazolo-triazolo-pirimidine 
sostituite in posizione 5 (284-288) 
 
 
 
 
 
N
N
NN
N
N
H3C
O
S
H3C
281
N
N
NN
N
N
H3C
O
NH
R'
R'-NH2
284-288
R' =  -CH2CH2NHCH3,
-NHC(=NH)NH2,-HN-morfolin,
-CH2CO2Et,-CH2CH2CO2Et
 
 
 
Una miscela costituita da 100 mg di tiometil derivato (281) in etanolo assoluto (5 ml) viene 
addizionata di 4 equivalenti dell’appropriata ammina e il tutto posto a 160 °C in tubo chiuso 
per 3 ore. Quindi si concentra e il residuo viene purificato mediante flash cromatografia per 
fornire il prodotto desiderato(284-288). 
 
 
 N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il)-N'-
methyl-etano-1,2-diammina (284) 
Resa 78 %; solido giallo; p.f. 120 °C (AcOEt-etere di petrolio); IR (KBr): 3350-
3100, 1610, 1515 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 2.85 (d, 3H, J =6); 3.12-3,24 (m, 
2H); 3.35-3,41 (m, 2H); 3.55 (bs, 1H); 3.89 (s, 3H); 6.62 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.12 
(d, 1H, J = 4); 7.58 (d, 1H, J = 2); 7.94 (s, 1H); 8.25 (bs, 1H). 
 
 3-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il-
ammino)-guanidina bicarbonato (285) 
Resa 67 %; solido giallo scuro; p.f. 180 °C (AcOEt-etere  di petrolio); IR (KBr): 
3550-3050, 1640, 1600, 1520 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 4.18 (s, 3H); 6.65 (dd, 
1H, J = 2, J = 4); 7.24 (d, 1H, J = 4); 7.84 (d, 1H, J = 2); 8.10 (s, 1H); 9.05 (bs, 
1H); 10.25 (bs, 2H); 10.80 (bs, 2H). 
 
 N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il)-
morfolin-4-il-ammina (286) 
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Resa 78%; solido giallo; pf 220 °C (AcOEt-etere di pet rolio); IR (KBr): 3350-3080, 
1615, 1520 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 3.08-3.16 (m, 4H); 3.80 (s, 3H); 3.82-
3.97 (m, 4H), 6.63 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.13 (d, 1H, J = 4); 7.41 (bs, 1h); 7.73 (d, 
1H, J = 2); 7.98 (s, 1H). 
 
 Etil-2-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il-
ammino)-acetato (287) 
Resa 71%; solido giallo; p.f. 175 °C; (AcOEt-etere di  petrolio); IR (KBr): 3335-
3055, 1740, 1615, 1505 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 1.2 (t, 2H, J =7); 3.81 (s, 
2H); 4.15 (s, 3H); 4.20 (q, 3H, J = 7), 6.60 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.35 (d, 1H, J = 
4); 7.91 (d, 1H, J = 2); 8.60 (bt, 1H); 8.98 (s, 1H). 
 
 Etil-3-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
ylamino) –propionato (288) 
Resa 65%; solido giallo; p.f. 185 °C(AcOEt-etere di pe trolio); IR (KBr): 3340-3080, 
1735, 1610, 1515 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 1.2 (t, 2H, J =7); 2.81 (t, 2H, J = 6); 
3.90-3.95 (m, 2H); 3.97 (s, 3H); 4.20 (q, 3H, J = 7), 6.57 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.32 
(d, 1H, J = 4); 7.94 (d, 1H, J = 2); 8.62 (bt, 1H); 8.94 (s, 1H). 
 
V - Procedura generale per la  preparazione degli acidi derivanti dalla glicina 
e 
 
-alanina (291 e 292) 
N
N
NN
N
N
H3C
O
HN
R
N
N
NN
N
N
H3C
O
HN
R'
R = -CH2CO2Et,
-CH2CH2CO2Et
R' = CH2CO2H,
CH2CH2CO2H  
 
L’estere (287, 288: 10 mmol) viene sciolto in 10 ml di diossano e viene aggiunto un leggero 
eccesso di una soluzione acquosa al 10% di NaOH (5ml). Si lascia agitare a temperatura 
ambiente per circa 4 ore. Quindi si concentra, si diluisce con acqua e si porta a pH≈1 con HCl 
10 %. L’acido desiderato precipita sottoforma di solido che viene raccolto per filtrazione 
(291, 292). 
 
 
 Acido 2-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c] pirimidin-5-
il-ammino)-acetico (291) 
Resa 95%. Solido bianco pf > 300 °C. IR (KBr): 3580-3 040, 1725, 1625, 1525 cm-
1;1H NMR (D2O) δ: 3.61 (s, 2H); 4.25 (s, 3H); 6.57 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.12 (d, 
1H, J = 4); 7.63 (d, 1H, J = 2); 7.93 (s, 1H). 
287, 288 291, 292 
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 Acido 3-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il-ammino)-propionico (292) 
Resa 95%; solido giallo; p.f. 265 °C; IR (KBr): 3560- 3035, 1720, 1615, 1510 cm-1; 
1H NMR (D2O) δ: 2.58 (t, 2H, J =6); 3.81 (t, 2H, J = 6); 4.09 (s, 3H); 6.64 (dd, 1H, 
J = 2, J = 4); 7.14 (d, 1H, J = 4); 7.84 (d, 1H, J = 2); 8.25 (s, 1H). 
 
 
VI - Procedura generale per la preparazione dei derivati ammidici (282 e 283) 
 
 
N
N
NN
N
N
H3C
O
NH2
185
N
N
NN
N
N
H3C
O
HN
R
RCOCl
282, 283
R = -COCH2CO2Et,
-COCO2Et  
 
 
 
Ad una soluzione ottenuta sciogliendo 1 eq del nucleo amminico (185) in diossano distillato 
(10 ml) vengono addizionati 1.2 equivalenti dell’appropriato acilicloruro e 1.2 equivalenti di 
trietilammina. Il tutto viene posto a riflusso per 8 ore. Terminata la reazione si concentra a 
pressione ridotta e il residuo viene purificato mediante flash cromatografia ad ottenere il 
prodotto desiderato (282, 283). 
 
 
 Etil-N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)-malonamato (282) 
Resa 85%; solido giallo; p.f. 160 °C; (AcOEt-etere di  petrolio); IR (KBr): 3330-
3100, 1735, 1700, 1620, 1500 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 1.2 (t, 2H, J =7); 3.99 
(s, 3H); 4.08 (s, 2H); 4.21 (q, 2H, J = 7); 6.64 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.19 (d, 1H, J 
= 4); 7.68 (d, 1H, J = 2); 8.25 (s, 1H); 9.67 (bs, 1H). 
 
 
 Etil-N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-il-
am-ino)-ossalamato (283) 
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Resa 90%; solido giallo; p.f. 235°C; (AcOEt-etere di p etrolio); IR (KBr): 3335-3090, 
1740, 1690, 1615, 1505 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 1.42 (t, 2H, J =7); 4.24 (s, 
3H); 4.58 (q, 2H, J = 7); 6.59 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.23 (d, 1H, J = 4); 7.78 (d, 1H, 
J = 2); 8.27 (s, 1H); 10.56 (bs, 1H). 
 
 
 
VII - Procedura generale per la  preparazione degli acidi (289 e 290) 
 
 
N
N
NN
N
N
H3C
O
HN
R
R = -COCH2CO2Et,
-COCO2Et.
N
N
NN
N
N
H3C
O
HN
R'
289, 290
R' = -COCH2CO2H,
-COCO2H.
282, 283
 
 
In 15 ml di tert-butanolo vengono sciolti 100 mg di estere (282, 283) e una quantità catalitica 
(2-3 gc) di acido solforico concentrato. Il tutto viene posto a riflusso per 12 ore. Al termine il 
solvente viene rimosso a pressione ridotta e il residuo cristallizzato da etile acetato/etere di 
petrolio per ottenere gli acidi desiderati (289, 290). 
 
 
 Acido N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
yl)-malonamico (289) 
Resa 95%; Solido giallo chiaro; p.f. 280 °C; (AcOEt-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3550-3080, 1730, 1695, 1620, 1500 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 4.09 (s, 3H); 4.35 
(s, 3H); 6.61 (dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.12 (d, 1H, J = 4); 7.88 (d, 1H, J = 2); 8.15 (s, 
1H); 9.67 (bs, 1H); 13.02 (bs, 1H). 
 
 Acido N-(2-Furan-2-il-8-metil-8H-pirazolo[4,3-e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pirimidin-5-
il)-ossalamico (290) 
Resa 98%; solido giallo chiaro; p.f. 262°C; (AcOEt-et ere di petrolio); IR (KBr): 
3500-3055, 1735, 1700, 1615, 1510 cm-1;1H NMR (DMSO d6) δ: 4.23 (s, 3H); 6.63 
(dd, 1H, J = 2, J = 4); 7.11 (d, 1H, J = 4); 7.72 (d, 1H, J = 2); 8.04 (s, 1H); 9.44 (bs, 
1H); 12.81 (bs, 1H).
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6.2 Biologia 
 
 
6. 2. 1. Studi di binding sui recettori clonati adenosinici umani A1, A2A, A2B e 
A3  
 
Tutti i test farmacologici utilizzati si basano su procedure note.183 In breve, le membrane 
utilizzate per il binding sono state ottenute da cellule CHO transfettate con i vari sottotipi 
recettoriali adenosinici umani mediante due steps. In un primo step, tramite centrifugazione a 
bassa velocità (1000 x g), sono stati rimossi i frammenti cellulari e i nuclei. 
In un secondo tempo la frazione contenente le membrane è stata separata dal surnattante 
tramite centrifugazione a 100,000 giri. Le membrane sono state risospese nel tampone 
caratteristico per ogni esperimento di binding, congelato in azoto liquido e conservato a 
-80°C. 
Per i saggi di binding sui recettori adenosinici A1 è stato utilizzato, come radioligando, [3H]-
CCPA 1 nM, mentre sui recettori A2A e A3  sono stati usati [3H]NECA 30nM e [3H]NECA  10 
nM rispettivamente. Il binding non specifico di [3H]-CCPA è stato determinato in presenza di 
teofillina 1 mM, mentre per il binding di [3H]NECA è stato utilizzato R-PIA 100 µM. 
Per quanto riguarda il saggio di binding sui recettori A2B, le membrane (20 µg di proteine di 
membrana) sono state incubate con [3H]ZM241385 10 nM in un volume totale di 200 µl di 
tampone (Tris/HCl pH 7.4, MgCl210 mM, 0.1% siero albumina bovina). Il binding non 
specifico di [3H]ZM241385 è stato determinato in presenza di NECA 0.3 mM. Dopo 3 ore a 
temperatura ambiente, i campioni sono stati filtrati e lavati come descritto da Lohse e 
collaboratori nel 1984184. I valori di Ki, derivanti dagli esperimenti di competizione, sono stati 
calcolati con il programma SCTFIT185 utilizzando l’equazione di Cheng- Prusoff.186 
 
6. 2. 2. Attività dell’adenilato ciclasi sul recettore A2B 
L’attività degli antagonisti sui recettori adenosinici A2B è stata determinata tramite 
esperimenti sull’adenilato ciclasi. La procedura seguita è stata quella riportata 
precedentemente con minime modifiche.187 Le membrane sono state incubate, nella miscela di 
incubazione, con circa 150000 cpm di [α-32 P]ATP per 20 min senza EGTA e NaCl, come 
descritto. I valori di concentrazione IC50 degli antagonisti, che quantificano l’inibizione della 
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stimolazione dell’adenilato ciclasi indotta dal NECA, sono stati calcolati in accordo con 
l’equazione di Hill. In tutti gli esperimenti i coefficienti di Hill erano prossimi all’unità. 
 
 
6.3  Studi computazionali 
 
6.3.1  Homology Modeling e Ligand Based Homology Modeling 
 
La tecnica dell’Homology Modeling, che utilizza come templato la struttura cristallografica 
della rodopsina bovina, è un approccio ampiamente validato in letteratura ma che comporta 
alcune problematiche legate alle dimensioni della cavità di riconoscimento del ligando. La 
rodopsina nel cristallo è legata covalentemente al suo antagonista endogeno e presenta un 
volume della tasca recettoriale appropriato al volume del ligando stesso: utilizzando 
l’Homology Modeling queste caratteristiche topologiche vengono trasferite al modello 
recettoriale “costruito” ottenendo un modello recettoriale adenosinico con caratteristiche 
molto simili a quelle della rodopsina. Il problema sorge quando si va a comparare il volume 
della tasca recettoriale e il volume proprio dei ligandi (nel nostro caso antagonisti) dei 
recettori adenosinici. In alcuni casi non c’è complementarietà topologica fra ligando e cavità. 
In questi casi non si riesce a giustificare l’elevata attività di alcuni composti, in quanto la 
predizione computazionale, effettuata tramite docking molecolare, mostra energie di van der 
Waals molto elevate o modalità di legame non interpretabili. Per risolvere questo problema il 
prof. Stefano Moro dell’università di Padova ha sviluppato la metodologia LBHM (Ligand 
Based homology Modeling). 
Il protocollo prevede l’introduzione di un ligando all’interno del templato durante la 
costruzione del modello per omologia. Viene quindi sviluppato il modello che si adatta al 
volume del ligando inserito e, come effetto finale, si ottiene un’espansione del volume della 
tasca recettoriale, guidata dalla topologia del ligando stesso. La struttura cristallografica della 
rodopsina rappresenta sempre il punto di partenza. Se le caratteristiche strutturali del modello 
soddisfano tutte le proprietà biofisiche associate al recettore stesso, esso verrà utilizzato per 
gli studi di molecular docking, altrimenti lo si sottoporrà ad un nuovo ciclo di LBHM fino ad 
ottenere le caratteristiche desiderate.   
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L’utilizzo di questa strategia permette di caratterizzare i recettori sviluppando modelli che li 
rappresentano in diversi stati conformazionali. 
Viene così introdotto il concetto di “plasticità molecolare” importante per l’esplorazione 
futura di diverse strutture molecolari affini per i diversi stati conformazionali recettoriali. 
 
6.3.2   Modello A2A 
 
Il modello recettoriale A2A è stato ottenuto per espansione di un modello precedentemente 
costruito per derivati alchilpurinici tramite  LBHM. 
Per ottenere l’espansione della tasca è stata selezionata una conformazione dell’antagonista 
80. Si nota che la Phe 182 (TM 5) e la Phe 242 (TM 6) risultano leggermente ruotate rispetto 
a quelle del modello precedente. La Phe 168 (EC 2) è leggermente spostata verso l’esterno. 
Lo spostamento, sempre verso l’esterno, dell’His 250 (TM 6) è molto evidente e la stessa cosa 
vale per il Trp 246 (TM 6) e la Val 84 (TM 3). Queste variazioni portano ad un aumento del 
volume della tasca recettoriale (993,5 Å3). 
 
6. 3.3  Modello A2B 
 
Nella fase di docking molecolare è stato necessario espandere il modello recettoriale A2B, 
mediante LBHM, perché tutti i composti sintetizzati presentano un volume elevato (> 480 
Å3). Il modello è stato costruito usando come ingombro sterico il composto 80. Come 
conseguenza si è osservato uno spostamento di alcuni amminoacidi che hanno portato ad un 
aumento volumetrico nella parte inferiore della cavità recettoriale. Risultano leggermente 
spostati i seguenti residui amminoacidici: Val 191 (TM 5), Ile 136 (TM 4), Gln 90 (TM 3),  
Thr 89 (TM 3), Cys 190 (TM 5), Phe 243 (TM 6). 
Il nuovo volume del sito di legame così ottenuto risulta essere nettamente maggiore rispetto ai 
modelli precedenti (1412 Å3).  
 
6.3.4   Modello A3 
 
Per l’espansione della tasca recettoriale A3, mediante l’utilizzo del LBHM, è stata utilizzata 
una conformazione dell’antagonista 94. 
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Una differenza evidente nella parte superiore della tasca recettoriale è data dalla leggera 
rotazione dell’anello benzenico della Phe 182 (TM 5). Quasi tutti gli amminoacidi della tasca 
recettoriale risultano spostati rispetto al modello precedente, ma non tutti si muovono verso 
l’esterno. La differenza più evidente è data dal netto spostamento verso l’esterno del sito di 
legame del residuo della Phe 239 (TM 6); questo provoca un notevole aumento del volume 
della tasca recettoriale (1284,4 Å3), rendendo accessibile una porzione che altrimenti non lo 
sarebbe.   
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